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4. Célkitűzések 34
4.1. A szex-determinációs kaszkád mechanizmusának vizsgálata, és a TRA-1 - xol-1
szabályozási kapcsolat igazolása . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
4.2. Az ivar-specifikus viselkedés vizsgálata és a TRA-1 – goa-1 szabályozási
kapcsolat igazolása . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
5. Módszerek 36
5.1. Felhasznált törzsek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
5.1.1. Caenorhabditis törzsek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
5.1.2. Escherichia coli törzsek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
TARTALOMJEGYZÉK
5.2. Törzsfenntartás . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
5.2.1. C. elegans törzsek fenntartása . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
5.2.2. Baktérium törzsek fenntartása . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
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1 Rövidítések jegyzéke
C. elegans Caenorhabditis elegans
ceh-30,-39 homeodoménnel rendelkező fehérjét kódoló gének (C. elegans homeodomain)
CEM Cephalic male neuron
Ci a tra-1 Drosophila ortológ génje (Cubitus interruptus)
daf-12,-16 dauer képzésben hibás gének (Dauer formation defective)
dmd-3 DM doménnel rendelkező fehérjét kódoló gén (DM domain family)
DNC háti idegdúclánc (Dorsal nerve cord)
dpy-20/21 dóziskompenzációban résztvevő, tömzsi fenotípust kialakító gének (Dumpy)
DRG dorzorektális ganglion, hasdúcláncot lezáró ganglion (Dorsorectal ganglion)
DTC gonád csúcsi sejtje (Distal tip cell)
egl-1,-30 embrió lerakásban szerepet játszó gének (Egg-laying defective)
fog-3 ivarszerv kialakulásáért felelős gén (Feminization of germline)
fox-1 X szignál, számláló gén (Feminization on X)
goa-1 G-fehérje alfa alegységet kódoló gén (G-protein, O, alpha)
gpa-12,-16 G-fehérje alfa alegységet kódoló gén (G-protein, alpha subunit)
gpb-1,-2 G-fehérje béta alegységet kódoló gén (G-protein beta subunit)
gpc-1,-2 G-fehérje gamma alegységet kódoló gén (G-protein gamma subunit)
gsa-1 G-fehérje alfa alegységet kódoló gén (G-protein subunit alpha)
Hh Hedgehog jelátiteli útvonal
him-5 kromoszóma rendellenneségért felelős gén (High incidance of male)
HSN Hermaphrodite specific neuron
kin-20 kinázt kódoló gén (Kinase)
L1/2/3/4 lárva stádiumok
let-858 életképtelenséget okozó gén (Lethal)
lin-4,-14-28,
-39,-42
sejtsor kialakításában szerepet játszó gének (LINage defective)
mab-3/23 hím fejlődésben szerepet játszó gének (Male abnormal)
NES TRA-1 nukleuszba lépéshez szükséges doménje (Nuclar export signal)
odr-3 szaglásban szerepet játszó G ↵ alegység (ODorant Response abnormal)
PAR sejtosztódás során az utódsejteket kijelölő fehérjék (Partitioning defect protein)
ptr-5 Hh jelátvitelben szerepet játszó receptor ortológja (Patched releated)
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Ras-MAPK mitogén-aktivált protein kináz (Mitogen activated protein kinase)
RVG retrovezikuláris ganglion, a hasdúclánc kezdete (Retrovesicular Ganglion)
REV milyen? fehérje domén (Regulator of expression of Vvirion protein)
RGS G-fehérjéket szabályzó elemek (Regulators of G protein Sinaling)
ric-8 G-fehérje szabályzó gén (Resistance of inhibitors of cholinesterase)
sdc-1,-2,-3 dóziskompenzációs komplex gének (sex-determination and dosage
compenzation defective)
sex-1,-2 X jel, számláló gén (Signal element on X)
SRY emlősökben a hím fejlődésért szükséges gén (Sex determination region of Y)
tra-1,-2,-3 Caenorhabditis fajokban a nemet meghatározó gének (Tansformer)
TRPV ion csatorna (Transient receptro potention vanilloid)
unc-6,-51,-119 paralizált fenotípust létrehozó gének (Uncoordinated)
VNC idegi hasdúclánc (Ventral nerve cord)
xol-1 hím fejlődést kialakító gén (XO lethal)
ONECUT cut domain és atypical homeodomennel rendelkező fehérje
ATP adenozin trifoszfát
GHMP galacto-, homoserine-, mevalonate-, phosphomevalonat kinase
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2 Bevezetés
Doktori munkám során a fonalféreg Caenorabditis elegans modellorganizmusban a viselkedési
mintázatok ivar-függő szabályozását vizsgáltam. C. elegans-ban a nemek kialakításának
molekuláris folyamata az egyik legtöbbet tanulmányozott és legjobban megértett modell az
ivari különbségek kialakításának területén (Sulston és Horvitz, 1977; Kimble és mtsi., 1984;
Sulston és mtsi., 1983; Kuwabara, 2007). Az intenzív kutatások ellenére is azonban még
ebben a közkedvelt genetikai modellben is nagyrészt feltáratlan maradtak azok a folyamatok,
amik a fajfenntartáshoz szükséges alapvető ivar-specifikus viselkedési formákat (pl. hímek
párkeresése) és szociális viselkedési mintázatokat (pl. aggregáció) alakítják ki. A téma
jelentőségét kiemeli az a tény, hogy emlősökben (így emberben) szinte alig ismertek a nemek
viselkedési mintázatait meghatározó szabályozási faktorok. C. elegans-ban két természetes ivart
különböztetünk meg, az XX ivari kromoszómákat hordozó önmegtermékenyítő hermafroditákat
és az XO kariotípusú hímeket, amelyek egymástól jól látható különbségeket mutatnak anatómiai
felépítésükben, élettani folyamataikban és viselkedésükben. Ezen különbségek kialakításáért a
szex-determinációs génkaszkád felelős, amelynek terminális (effektor) transzkripciós faktora
a TRA-1 (Transformer) fehérje (Hodgkin, 2002). A TRA-1 szerkezeti és funkcionális
ortológiát mutat a Drosophila Ci (Cubitus interruptus) és humán Gli (GLIoma-associated
protein) fehérjékkel. Magasabbrendűekben a Gli fehérjék a Hedgehog (Hh) jelátviteli rendszer
fő komponensei (Ingham és mtsi., 1985). A Hh útvonal szükséges a sejtek fejlődéshez
és működéséhez, hiánya rákos daganatok kialakulásához vezethet (Mullor és mtsi., 2002;
Niewiadomski és mtsi., 2019). Fonalférgekben a kanonikus Hh jelátviteli útvonal létezését még
nem igazolták (Bürglin és Kuwabara, 2006). A doktori munkám során a TRA-1 működésének
és szabályozó szerepének további feltárása volt az alapvető célom. Ezt a TRA-1 által
közvetlenül szabályozott új célgének feltárásán keresztül kívántam megvalósítani. Két új célgén
azonosításában vettem részt, ezek a xol-1 (XO lethal) és a goa-1 (G-protein, O, ↵ subunit).
Kimutattam, hogy a TRA-1 – xol-1 szabályozási kapcsolat felelős a szex-determinációs
génkaszkád működésének fenntartásához (egy negatív visszacsatolás jön létre). A TRA-1 –
goa-1 szabályozási kapcsolat pedig a hím-specifikus viselkedési mintázatok kialakításában
tölt be alapvető szerepet. Eredményeim elvezethetnek a magasabbrendűekben megfigyelhető
alapvető nemi különbségek kialakulásának pontosabb megértéséhez.
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3 Irodalmi áttekintés
3.1. A nemi jellegek kialakulása és a szex-determinációs
génkaszkád
Az ivaros szaporodás megjelenésével a párzás érdekében különböző nemek alakultak ki,
amelyek egymástól kisebb-nagyobb anatómiai, fiziológiai és viselkedési eltéréseket mutatnak
(Purves és mtsi., 2001). A váltivarúság elterjedt az élővilágban, azonban a kialakítását
számos eltérő mechanizmus szabályozza a különböző fajokban. Fonalférgekben (C. elegans),
rovarokban (Drosophila) és emlősökben ivari kromoszómák megléte határozza meg a kialakuló
nemet, míg például hüllők esetében környezeti tényezők (elsődlegesen a hőmérséklet) döntik
el a születő egyedek ivarát (Bull, 1980). A kromoszómális szex-determináció 2 főbb típusra
osztható: fonalférgekben és rovarokban az X kromoszómák és autoszómák szettjének aránya
dönti el a nemet, így az Y kromoszómának (Drosophila) nincs ivarmeghatározó szerepe, míg
emlősökben az Y kromoszóma jelenléte az ivarmeghatározó függetlenül az X kromoszómák
számától (Madl és Herman, 1979; Griffiths és mtsi., 2000). Az Y kromoszómán lévő SRY
(Sex-determination region of Y) gén működése szükséges és elégséges feltétel a hím egyedek
kialakulásához. Az SRY egy transzkripciós faktor, ami a herék kialakítását határozza meg
(Koopman és mtsi., 1991).
3.1. ábra. Dóziskompenzációs mechanizmusok különböző taxonokban. Fonalférgekben a
hermafroditákban a két XX kromoszómáról fele annyi géntermék íródik át. Legyekben a hímekben
az X kromoszómáról kétszeres mennyiségű géntermék íródik át. Emlősökben a nőstények egyik X
kromoszómája random inaktiválódik (Meyer, 2005, nyomán).
A fent említett állati taxonokban azonban közös tulajdonság, hogy a hímekben és nőstényekben
(C. elegans esetén hermafroditában) eltérő számú X kromoszóma található (3.1. ábra). A
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két ellentétes nemben azonban azonos mértékű X-lokalizált géntermékre van szükség, amit
egy újabb genetikai mechanizmus, a dóziskompenzáció teszi lehetővé. Az említett három
taxonban eltérő dóziskompenzációs mechanizmusok fejlődtek ki (3.1. ábra). C. elegans esetén
a hermafroditákban mind a két X kromoszómáról fele annyi géntermék íródik át, mint a
hímekben (Meyer és Casson, 1986), Drosophila-ban a hímekben az X kromoszómákról kétszer
akkora mennyiségű géntermék íródik át, mint a nőstényekben (Meller és Kuroda, 2002), míg
emlősökben a nőstényekben az egyik X kromoszóma random inaktiválódik, és az ún. Barr-testet
hozza létre (3.1. ábra) (Brockdorff és Turner, 2015).
3.1.1. A C. elegans általános jellemzése
3.2. ábra. A nemek elkülönítése C. elegans-ban Egyszerűsített ábra a C. elegans anatómiai
felépítéséről, bal oldali nézet. A: hermafrodita egyed, zölddel a bél, sötét kékkel a két karú U alakban
hajlott ivarszerv, anterior részen ivarszerv található jobb oldalon, poszterior részen a bél. Az U alakú
gonád disztális részén helyezkednek el az őssejtek, a vulva felé haladva érnek ivarsejtté. Spermatékán
áthaladva és megtermékenyülve a vulva régió magasságában gasztrula állapotú embriókká fejlődnek.
Pirossal az idegrendszer elemei: gratideggyűrű, valamint a háti és hasi dúcláncok. Világos kékkel a
testfal izomsejtjei láthatók. B: hím egyed, zölddel a bél, sötétkékkel az egykarú ivarszerv van jelölve.




A hermafrodita (3.2. ábra) egy szomatikusan nősténynek felel meg, de spermiumokat is termel
a negyedik lárva stádiumban (L4- 3.3 ábra), amiket a spermatékában tárol és felnőtt korban
a petesejtek megtermékenyítésére használ fel (Corsi és mtsi., 2015). A hermafrodita nem
csak önmegtermékenyítéssel képes szaporodni, hanem egy hím is képes megtermékenyíteni.
A hím megtermékenyítést követően XX és XO egyedek jönnek létre (közel 50-50%-ban), míg
önmegtermékenyítéssel szinte csak XX hermafrodita utódok születnek. Önmegtermékenyítéssel
is képződhetnek hím utódok, amikor a meiózis során az X kromoszómák nem válnak szét
egymástól, így keletkezhetnek olyan ivarsejtek, amik nem tartalmaznak X kromoszómát.
Ezek megtermékenyítésével alakulnak ki az XO hímek. Vad típusú populációkban a hímek
kialakulásának aránya 0,3% (Herman és mtsi., 1982).
3.3. ábra. A C. elegans életciklusa. A felnőt hermafrodita az embriókat általában gasztrula állapotban
rakja le. 4 lárva stádiumon keresztül fejlődnek az állatok, mire elérik a felnőtt kort. Ha a környezeti
tényezők nem megfelelőek, az L1 lárvák ún. dauer lárvává alakulnak. L1-felnőtt állapotig a garat zölden,
a bél rózsaszínnel, a gonád kékkel került feltüntetésre. A két karú, U alakú gond felnőtt korra éri el a
végleges alakját. (wormatlas.org nyomán)
Az ivarsejtek a hermafrodita állatokban az U alakban meghajló kétkarú gonád disztális csúcsain
elhelyezkedő őssejtekből keletkeznek (3.2 és 3.3 ábrák). Az aszimmetrikus sejtosztódások
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során létrejött előivarsejtek egy meiotikus osztódás során hozzák létre az érett ivarsejteket,
amelyek az ivarszerv proximális karjában egy érési folyamaton mennek keresztül. Az L4 lárvák
kizárólag spermiumot termelnek, amelyek az érés után a spermatékába jutnak és tárolódnak.
Felnőtt korban a hermafroditában csak petesejtek képződnek, azonban az elősejtek osztódása
a meiózis profázisában megreked, és csak egy a spermatékából érkező jel hatására érnek meg.
A jel a G-fehérjék segítségével a Ras-MAPK útvonalon keresztül továbbítódik (Greenstein,
2005). Az érett petesejtek a spermatékán áthaladva megtermékenyülnek, innen az uterusba,
majd a vulván keresztül a külvilágba jutnak. A hímben (3.2 ábra) csak egy egykarú gonád
figyelhető meg, amiben a fent említett folyamaton keresztül az L4 lárva állapottól kezdve a teljes
felnőtt kor során spermiumok termelődnek, és a farok végén lévő külső párzószerv segítségével
jutnak be a hermafrodita állatokba megtermékenyítés során. Az összetett külső ivarszer a farok
végén legyezőből, az abban lévő érző sugarakból, a párzó tüskéből, és az ezek mozgatásához
szükséges izmokból és idegekből áll (3.2 ábra) (Corsi és mtsi., 2015).
3.1.2. A szex-determinációs génkaszkád C. elegans-ban
Az elsődleges szex-determinációs jelet - az X:A (X kromoszómák és autoszómák szettjének
aránya) hányadost - egy kromoszómaszámláló mechanizmus hozza létre (az X kromoszómák
száma osztva az autoszóma szettek számával) (3.4. ábra). Hermafroditákban ez a hányados
XX:AA=1, míg hímekben X:AA=0,5. A jel igen érzékeny a kromoszóma dózisra. Eddig
több poliploid mutánst is létrehoztak, ahol a következő eredményeket kapták: az XX:AAA
kariotípusú állatok (X/A arány: 0,67) hímként fejlődnek, az XXX:AAA kariotípusú állatok
(X/A arány: 0,75) pedig hermafroditák, vagyis a szex-determinációs génkaszkád (3.4.ábra)
képes különbséget tenni a 0,67-es és 0,75-ös arányok között (Madl és Herman, 1979). Ez a jel
(X:A arány) határozza meg a genetikai kapcsolóként működő xol-1 (XO lethal) gén expressziós
szintjét; ha magas az X/A arány (XX:AA=1), akkor a xol-1 gátolt, ha alacsony az X/A
arány (X:AA=0,5), akkor a xol-1 aktív. A xol-1 aktivitása határozza meg a szex-determinációs
génkaszkád további működését. Ha a xol-1 aktív, akkor a fejlődő embrió hím lesz, ha a gén
gátolt, akkor hermafroditaként fejlődik (3.4) (Miller és mtsi., 1988; Rhind és mtsi., 1995).
Az X:A arány létrehozásában az X kromoszómán elhelyezkedő ún. számláló (numerátor)
gének (X signal elements, XSE) és az autoszómákon elhelyezkedő ún. nevező (denominátor)
gének (Autosomal signal elements, ASE) vesznek részt. Több numerátor gént ismerünk,
amelyek eltérő mechanizmussal és eltérő mértékben képesek a xol-1 gátlására. A sex-1 (Signal
element on X) egy a nukleáris hormon receptor szuper családba tartozó DNS-kötő fehérjét
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3.4. ábra. A szex-determinációs génkaszkád C. elegans-ban. Pirossal a hermafrodita sejtsor
kialakításáért felelős gének, kékkel a hím sejtsors kialakításért felelős gének aktívak. Az egymás felett
elhelyezkedő gének komplexeket alkotnak. sex-1 – Signal element on X; fox-1 – feminizing gene on X;
sea-1 – Signal element on Autosome; sdc-1 – Sex determination and dosage compensation defect; her-1
- hermaphroditization; tra-1 – transformer; fem-1 – feminization; sel-10 – supressor/enhancer of lin-12.
Nyilak aktivitást, talpas nyilak gátlást jelölnek (Zarkower, 2006, nyomán)).
kódol, amely a xol-1 gén promoteréhez kötődik (Carmi és mtsi., 1998). A SEX-2 szintén
transzkripcionálisan szabályozza a xol-1-et, ahogy az ONECUT (cut homeobox family of
transcripton factors) homeodoménnel rendelkező ceh-39 (C. elegans homeobox) homeobox
gén is (Nicoll és mtsi., 1997). A fox-1 (Feminization on X) egy RNS-kötő fehérjét kódol, ami
poszt-transzkripcionálisan szabályozza a xol-1-t (Nicoll és mtsi., 1997). sex-1(-);sex-2(-) kettős
mutánsok, valamint sex-1(-) és sex-2(-) egyszeres mutánsok CEH-39 RNS interferencia (RNSi)
genetikai háttéren szintetikus letális fenotípust mutatnak, míg a ceh-39 overexpressziója képes
menekíteni a sex-2(-);sex-2(-) kettős mutánsok életképtelen fenotípusát. Ebből következően a
ceh-39 downstream helyezkedik el a sex-1 és sex-2 génekhez képest az útvonalban (Gladden
és mtsi., 2007).
Az X:A hányados nevezőjében résztvevő denominátor gének autoszómákon kódoltak, és
aktiválják a xol-1-et. Eddig két transzkripcionálisan szabályzó elemet írtak le, amik a II.
kromoszómán helyezkednek el. A sea-1 (Signal element on autosome) egy TATA boksz-kötő
fehérjét kódol (Powell és mtsi., 2005), míg a sea-2 egy metalloproteáz és cink-ujj doméneket
tartalmazó transzkripciós faktort kódol (Huang és mtsi., 2011). A SEA-2 a bélben kifejeződve
felnőtt korban az élettartam szabályzásában, a seam sejtekben és lárvális korban pedig a lárvális
fejlődés időzítésében játszik szerepet a lin-28 (Lineage defective) gén poszt-transzkripcionális
szabályzásán keresztül (Huang és mtsi., 2011).
Összességében a nominátor és denominátor gének együttese határozza meg a xol-1
aktivitását. A XOL-1 fehérje strukturálisan a GHMP (galacto-, homoserine-, mevalonate-,
phosphomevalonatkinase) kis molekulájú fehérjékkel hozható kapcsolatba, amelyek
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metabolikus folyamatokban vesznek részt, azonban a család többi elemétől eltérően
a XOL-1 nem köt ATP-t (adenosin triszfoszfát) (Luz és mtsi., 2003). A xol-1 géntől
downstream elhelyezkedő gének a továbbiakban két szegmensre oszthatók (3.6. ábra). A
dóziskompenzáció kialakításáért és fenntartásáért felelősek az SDC (Sex determination and
dosage compenzation defective) fehérjék (3.5, amelyek nem ismert módon a xol-1 közvetlen
szabályzása alatt állnak, valamint a sejtsors kialakításáért felelősek a her-1 (Hermafroditization)
gén transzkripcionális gátlásán keresztül. A her-1-től downstream elhelyezkedő gének felelősek
a szex-determinációért (3.6. ábra).
3.5. ábra. Dóziskompenzáció C. elegans-ban. A: Az X kromoszómáról és autoszómákról érkező
azonos mennyiségű jel hatására a xol-1 inaktív, így az X kromoszómán lévő REX (recognition element
on X) helyekhez kapcsolódhat a dóziskompenzációs komplex, csökkentve azok átíródását, és gátolva
a her-1her-1 gént. B: a kétszeres mennyiségű autoszómás elemek és az egy X kromoszómáról érkező
jel hatására a xol-1 aktív, így nem alakul ki a dóziskompenzációs komplex, a her-1 gén pedig átíródik.
XSE – X szignál elemek (X signal elements); ASE – Autószómás szignál elemek (Autosomal signal
elements); SDC – Sex and dosage compensation defective gének, REX – X kromoszómán lévő felismerő
helyek (Recognition element on X). Az egyes formák a dóziskompenzációs komplex fehérjéit jelölik pl.:
világoskék: DPY-21; A nyilak aktivitást, a talpas nyilak gátlást jelölnek (Zarkower, 2006, nyomán).
Hermafroditában a XOL-1 funkció hiányában a dóziskompenzációs komplexet (DCC) kialakító
gének expressziója nem gátolt, így azok képesek két lépésben az X kromoszómán lévő gének
átírását a felére csökkenteni (3.5. ábra). Első lépésben az X kromoszóma felismerő helyekhez
(Recognition elements on X, REX) kapcsolódnak, majd további komplexek megkötését segítik
elő, így a gátlás az X kromoszóma teljes hosszában végig kiterjed (Csankovszki és mtsi.,
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2004). Ezt a gátlást a hermafrodita állatokban a DCC komplexek mindig fenntartják. A DCC-k
kialakításában résztvevő fehérjék: SDC-1, -2 és -3 (Sex determination and dosage compenzation
defective), DPY-21, -26, -27, -28 és -30 (Dumpy), és a MIX-1 (Mitosis and X associated)
hasonlóságot mutatnak a magasabb rendűekben lévő 13S kondenzin komplex tagjaival, amelyek
a mitózis és meiozis során játszanak szerepet (Koshland és Strunnikov, 1996; Hirano, 2000).
Dóziskompenzáció hiányában megnövekszik az X kromoszómán lévő gének expresszíója, így
az állatok rövidek és tömzsiek (Dumpy - Dpy fenotípúsúak) lesznek, illetve egy részűk még
embrionális korban elpusztul. Mivel dóziskompenzáció a hermafrodita állatban van, ezért ez az
életképtelenség ivar-specifikus. A génkaszkád következő eleme a her-1 is a DCC szabályozása
alatt áll (3.5. ábra). Az SDC-2 ismeri fel a her-1 promóter régiót és köt ehhez a szekvenciához,
majd odavonzza a komplex többi tagját, amik kromatin átalakítással inaktiválják a gént (Chu
és mtsi., 2002; Hirano, 2000).
3.6. ábra. A C. elegans szex-determinációs génkaszkád downstream szakasza. A: Hermafroditákban
HER-1 hiányában a TRA-2 intracelluláris doménje a FEM-komplex kialakulását gátolja, így a TRA-1A
a sejtmagba jutva transzkripciós faktorként működhet. B: a HER-1 sejtautonóm módon a TRA-2
extracelluláris doménjét köti, így gátolva annak sejten belüli működését. A FEM komplex a TRA-1
lebontásán keresztül akadályozza meg annak funkcióját A szomatikus idegrendszer sematikus ábrája. A




A HER-1 egy kis szekretált fehérje, ami nem-sejtautonóm módon segíti a hímfejlődést. A
sejtek felszínén lévő TRA-2A transzmembrán fehérje extracelluláris doménjéhez kötve annak
működését gátolja az XO állatokbna (3.6. ábra) (Hunter és Wood, 1990; Perry és mtsi., 1993).
A folyamatban más fehérjék is részt vesznek, mint pl. a TRA-3 kalcium-függő proteáz, ami
a TRA-2A C terminális végét lehasítva stabilizálja annak működését (Sokol és Kuwabara,
2000). A TRA-2A intracellulárisan képes a FEM komplexet gátolni. A FEM fehérjék (FEM-1,
-2 és -3) egy diverz fehérje családot alkotnak. A FEM-1 egy ankyrin ismétlődést tartalmaz, a
FEM-2 egy szerin/treonin foszfatáz, azonban endogén szubsztrátja még nem ismert (Spence,
1990; Pilgrim és mtsi., 1995; Chin-Sang és Spence, 1996). A FEM-3 semmilyen nyilvánvaló
fehérje motívumot nem tartalmaz (Ahringer és mtsi., 1992). A FEM fehérjék további fehérjék
segítségével (pl. CUL-2 - Culin) egy ubiquitin komplexet hoznak létre, ami a TRA-1A-t ismeri
fel és bontja le. Abban az esetben azonban, ha a komplex működése gátolt, a TRA-1A fehérjéből
C terminálisan hasított foszfoizoforma keletkezik, ami a sejtmagba jutva transzkripciós faktor
aktivitással bír (Schvarzstein és Spence, 2006). A TRA-1A közvetlenül gátolja a hím fejlődésért
felelős célgének expresszióját, és egy cink ujj domént tartalmazó fehérje (3.6. ábra). A tra-1
génről két izoforma íródik át. A hosszabb, TRA-1A (további fejezetekben TRA-1) fehérje
1109 aminosavból álló (120 kD) és egy 5 cink ujj motívumot tartalmazó transzkripciós
faktor, ami szekvencia specifikusan DNS és RNS kötésére is képes, és az eddig ismert összes
TRA-1 funkcióért felelős. A TRA-1B egy rövidebb (37 kD) 2 cink ujj motívumot tartalmazó
fehérje, aminek a szervezetben betöltött szerepe nem ismert, in vitro DNS kötésre nem képes.
A tra-1 mindkét nemben azonos szinten expresszálódik függetlenül az X:A aránytól, és a
termék proteolítikus úton szabályozódik. Hímekben eddig nem mutatták ki, hogy az átíródott
fehérjének bármilyen szerepe lenne. A transformer név onnan származik, hogy a fehérje
hiánya esetén az XX állatok hímként fejlődnek, míg a fehérje túlműködése az XO állatokat
hermafroditákká vagy akár nőstényekké transzformálja. Segal és munkatársai (2001) szerint a
TRA-1 fehérje szintje mind a két nemben egyforma a citoplazmában, de a hermafroditákban
magasabb a sejtmagban (Segal és mtsi., 2001). Schvarzstein és munkatárai (2006) azonban
egy másik antitesttel azt mutatták ki, hogy hermafroditákban mind a sejtmagban, mind a
citoplazmában magasabb a TRA-1 szintje (Schvarzstein és Spence, 2006). Továbbá észleltek
egy rövidebb TRA-1A fehérjét a hermafroditákban (100 kD továbbiakban TRA-1A100). A
TRA-1A100 jelenlétét kimutatták tra-1(e1575gf) funkciónyeréses mutánsokban is mind az
XX, mind az XO állatokban, és bizonyították, hogy ez a csonka fehérje képes feminizálni az
állatokat. Az ivarszervek megfelelő működéséhez azonban elengedhetetlen az intakt TRA-1A
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jelenléte. A csonka fehérje a TRA-1A N terminális vég kb. 860 aminosavat tartalmazó szakasza
(Schvarzstein és Spence, 2006).
A kaszkád végén egy szinergesztikus visszacsatolást is leírtak: a TRA-1 képes a tra-2 mRNS
3’ UTR (untranslated) régiójához kapcsolódni, és azt a magból a citoplazmába szállítani.
A transzport egy virális REV (regulator of expression of virion proteins) fehérje szállító
mechanizmusával mutat hasonlóságot. Kimutatták, hogy a TRA-1 egy REV-hez hasonló NES
(nuclear export signal) szekvenciát tartalmaz, ami egy RNS-kötő képességet feltételez (Graves
és mtsi., 1999).
3.1.3. A TRA-1 szabályozása alatt álló ismert gének
A TRA-1 fehérje a hím fejlődésében szerepet játszó gének kifejeződését szabályozza (3.7. ábra).
Ilyen TRA-1 célgén pl. az egl-1 (Egg-laying defective) vagy a ceh-30 (C. elegans homeobox),
amelyek az ivarspecifikus sejthalál (apoptózis) kialakításában játsszanak szerepet (Conradt és
Horvitz, 1999). A mab-3 (Male abnormal) és a dmd-3 (DM domain family) gének a hímek
párzó szervének kialakításában és az idegrendszerben a hím-specifikus neuronok kialakításában
vesznek részt (Yi és mtsi., 2000). Hermafroditákban és hímekben is megtalálható közös
idegsejtek között vannak, amelyek az ivarspecifikus viselkedésért felelősek. A dmd-3 felelős
pl. a PHC (farokban található polimodális, hőmérséklet és mechanikus ingereket érzékelő
sejt) neuron nyúlványainak átrendeződéséért. A DMD-3 a hímekben az L3/L4 állapotban
hím-specifikus idegsejtekkel alakít ki kapcsolatot (Serrano-Saiz és mtsi., 2017). Egy másik
TRA-1 célgén, az unc-6 a PHB (Phasmid érzékelő sejtje) és AVG (interneuron a hasdúcban)
idegsejtek közötti kapcsolat fenntartásáért felelős hímekben (Weinberg és mtsi., 2018). A
fog-3 (Feminization of germline) pedig a spermatogenezis során nélkülözhetetlen (Chen és
Ellis, 2000; Peden és mtsi., 2007; Mason és mtsi., 2008). A fog-3 szabályozó régiójában
három lehetséges TRA-1 kötőhelyet is azonosítottak, amelyek mindegyike szükséges a fog-3
szabályozásához (Schwartz és Horvitz, 2007). Ezek közül kettő kötőhelyen a TRA-1 gátlást
fejt ki, a harmadikon pedig aktiválást. A lin-39 (Linage defective) Hox génnel történő
interakciót a munkacsoportunk azonosította (Szabó és mtsi., 2009). A lin-39 transzkripcionális
gátlásán keresztül a TRA-1 szerepet játszik a vulvaszövet kifejlődésében. Emellett a daf-16
(Dauer Formation defective) génnel való kapcsolatot is a munkacsoportunk írta le, ahol eddig
egyedülálló módon a TRA-1 csak aktiváló szerepet tölt be (Hotzi és mtsi., 2018). A daf-16
szabályozásán keresztül a TRA-1 így szerepet játszik az öregedési folyamat (élettartam)
ivarspecifikus szabályozásában. Berkseth és mtsi. (2013) egy szélesebb körű lehetséges
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célgén keresést végeztek ChIP-seq (Chromatin immunoprecipitáció + deep sequencing) eljárás
alkalmazásával L3 és L4 stádiumú állatokban. A fent említett gének közül többet ők is
kimutattak (fog-1, fog-3, dmd-3 és mab-3), továbbá 184 lehetséges új TRA-1 kötőhelyet
azonosítottak, amelyeket a következő génekkel asszociáltattak: ptr-5 (Patched related), mab-23
(Male abnormal), ztf-6 (Zinc finger transcription factor), daf-12, kin-20 (Protein kinase), lin-4,
lin-14,-28 és -42, azonban ezek biológiai funkciója még ismeretlen (Berkseth és mtsi., 2013).
3.7. ábra. TRA-1 szabályozása alatt álló ismert gének. A hermafroditákban a TRA-1 az élet
valamelyik szakaszában gátolja ezeket a gének, így kialakítva nemi különbségeket. Pirossal tüntettem
fel azokat a géneket, amelyek a hermafrodita fejlődés során, kékkel, amik a hím fejlődés során
nélkülözhetetlenek. Feketével kerültek feltüntetésre azok, amelyek funkciója nem ismert.
Az eddig feltárt TRA-1 célgének igencsak szerteágazó biológiai funkciót mutatnak. A felsorolt
kapcsolatok önmagukban azonban nem adnak választ a hermafroditák és hímek között kialakuló
összes különbségre (3.7. ábra).
3.2. A C. elegans idegrendszerének felépítése
A felnőtt hermafrodita állatok idegrendszere 302, míg a hímeké 383 neuront tartalmaz (3.8.
ábra). A neuronok egyik része egy ún. szomatikus idegrendszert alkotja (hermafroditákban 282
sejt, hímekben 363 sejt), a másik része pedig egy faringeális idegrendszert képez (20-20 sejt
hímekben és hermafroditákban is) (White és mtsi., 1986; Sulston és mtsi., 1983; Sulston és
Horvitz, 1977; Ward és mtsi., 1975). Míg a szomatikus idegrendszerben a sejtek a hipodermisz
és az izomsejtek között helyezkednek el a bazális laminával elválasztva, addig a faringeális
idegrendszer sejtjei közvetlenül az izomsejtek mellett találhatók. A faringeális szerv a
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táplálkozásért felelős (baktériumok felvétele). Ebben a test többi részétől jól elkülönült szervben
az idegsejtek a garatpumpálás szabályozásában játszanak szerepet. Ez a két idegrendszer az
ún. RIP (Rong/pharinx interneuron) neuronon, I1s és M1 motorneuronok közötti gap junction
kapcsolaton keresztül kommunikál egymással. Az éhségre és telítettségre, valamint a tápanyag
elérhetőségére vonatkozó információk jutnak át ezen a kapcsolaton (Avery és Horvitzt, 1989).
3.8. ábra. Áttekintő ábrázolás a C. elegans idegrendszeréről. A szomatikus idegrendszer sematikus
ábrája. A sárga körök az idegsejtek elhelyezkedését, a kék vonalak egyes sejtnyúlványokat ábrázolják.
(Fang-Yen és mtsi., 2015, nyomán)
A szomatikus idegrendszer (továbbiakban idegrendszer) felelős a környezetből érkező jelek
felfogásáért, feldolgozásáért, és a jelekre adandó válaszok kialakításáért (3.8. ábra). Az
idegrendszer sejtjei az állat teljes hosszában helyezkednek el hermafroditákban és hímekben
egyaránt. Mindkét nemben megtalálható a garatideggyűrű, amely a garat és a farok végén
ganglionokba rendeződő sejtek együttese, és az ezeket összekötő hasi (VNC) és háti (DC)
dúcláncok (White és mtsi., 1986).
A gerinctelenekre jellemző módon az idegsejtek ganglionokba rendeződnek (3.8. ábra) (a
fejben anterior, ventrális, laterális és dorzális ganglionok, nyak tájékon a retreovesikuláris
ganglion (RVG), hasi oldalon a VNC, farki végen a lumbális, a preanális és a dorzorektális
ganglionok (DRG) (hímekben ez kiegészül a két kloakális ganglionnal). A ganglionokon belül
azonban szinaptikus kapcsolatokat nem találunk, minden idegsejt neuronja közvetlenül lép be
a garatideggyűrű valamelyik idegpályájába, ahol interneuronokkal lép kapcsolatba, illetve a
ventrális idegkötegbe, ami a RVG és DRG között fut, és amely mentén helyezkednek el a
mozgató neuronok (White és mtsi., 1986; Hedgecock és mtsi., 1990).
Az idegsejtek hermafroditákban 3 különböző fejlődési stádiumban jönnek létre: az
embriogenezis proliferációs szakaszában, a késői L1 lárva állapotban, és az L2 lárva állapotban
(Sulston és Horvitz, 1977; Sulston és mtsi., 1983). Hímekben a farki neuronok az L3 lárva
stádiumban születnek (Sulston és mtsi., 1980). Az embriogenezis során hermafroditákban 222,
hímekben 224 idegsejt alakul ki. Még az embrió burkának felszakadása előtt kialakulnak a farki
és feji ganglionok, majd az idegsejtek elfoglalják a pozíciójukat, végül dentriteket növesztenek
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3.9. ábra. Idegsejtek elhelyezkedése a fejben és a farokban. Az idegsejtek ganglionokban
helyezkednek el. A: A fejben 3 (anterior, dorzális és laterális) gangliont különböztetünk meg. A sejtek
nyúlványai hozzák létre a garatideggyűtűt (Nerve ring). A garat mögött található a RVG (retrovesicular
ganglion), amiből a hasi dúclánc indul. B: A hermafroditák farki régiójában a preanális, dorzorektális és
lumbális gangliát lehet elkülönítani. C: A hímek farki régiójában a preanális (PAG), dorsorektális (DRG),
lumbális (LG) és a kloakális (CG) ganglionokat lehet elkülöníteni (wormatlas.org nyomán).
(Sulston és mtsi., 1983; Sasakura és mtsi., 2005). A késői L1 lárva állapotban születnek meg
a hasi és hát dúcláncot alkotó sejtek többsége (White és mtsi., 1986). A legtöbb idegsejt a
végleges pozíciójához közel születik meg, azonban vannak, amelyek hosszabb utat járnak be az
egyedfejlődés során (3.10. ábra). Embrionális korban ilyen neuron a CAN (canal-associated
neuron), amely anterior részről a test közepéig vándorol, a HSN (Hermaphrodite specific
motorneuron) idegsejt, ami poszterior részről a vulváig vándorol, valamint az ALM (anterior
lateral microtubule) idegsejt, ami a bélrendszer anterior vonalától vándorol a test közepéig
(3.10. ábra). Ezen kívül az L1 állapotban született Q sejt leszármazottak (QR és QL)
vándorolnak anterior és posterior irányban, majd további sejteket hoznak létre 4 további
osztódás során: a QR az AVM, AQR és SDQR sejteket, míg a QL a PVM, PQR és SDQL
sejteket (3.10. ábra) (Salser és Kenyon, 1992).
Az idegsejtek érése a felnőtt kor elérésével fejeződik be [pl. hermafroditákban az Y sejt a
lárvális állapotban rektális hámsejtként működik, felnőtt korra azonban PDA (dorzális izmokat
beidegző mozgató neuron) idegsejtté alakul]. Szintén hermafroditákban az embriogenezis során
született HSN sejtek is csak az L3-L4 állapotban kapcsolódnak szex-specifikus izomsejtekhez,
hasonlóan a VC sejtekhez (White és mtsi., 1986; Walthall és mtsi., 1993).
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3.10. ábra. Idegsejtek vándorlása az egyedfejlődés során. A: A Q sejt szekvenciális osztódás során
alakítja ki a 6 utódsejtet (AQR, SDQR, AVM, PVM, SDQL és PQR). A QR leánysejt anterior irányba
vándorol, a QL poszterior irányba. A világos szürke körök az osztódás során elfoglalt pozíciót jelölik.
A teli körök az apoptózissal elpusztult sejteket jelölik. Zölddel a garat helyzete. B: CAN, ALM és HSN
sejtek vándorlása embriogenezis során. A nyilak a végső pozíciót jelölik. (wormatlas.org nyomán)
Az idegsejtek funkció alapján 4 csoportra különíthetők el: 1, motorneuronok, amelyek az
izomsejtekkel hoznak létre szinaptikus kapcsolatokat; 2, érzékelő sejtek; 3, interneuronok,
amelyek szinapszisokon keresztül teszi lehetővé az idegsejtek kommunikálását; és 4,
polimodiális idegsejtek, amelyek többféle funkciót is ellátnak (Chen és mtsi., 2006). A
motorneuronok felelősek a mozgás kialakításáért. Hermafroditákban összesen 113 idegsejt vesz
részt a szilárd felszínen való kúszásban, a folyadékban való úszás kialakításában, illetve az
emésztőrendszer és az ivarszerv megfelelő működésének kialakításában (White és mtsi., 1986).
A szinuszoid mozgás kialakításában 75 idegsejt vesz rész, amelyek 8 csoportra oszthatók. Ezek
közül 5 (VA, VB, DA, DB és AS) kolinerg, 2 (VD és DD) GABAerg sejt. A VA, VB és VD
sejtek a nevükből adódóan a ventrális izomsejteket innerválják, míg a DA, DB, DD és AS a
dorzális idegsejteket idegzik be. A VC sejtek több neuropeptidet is szekretálnak, és kizárólag
a vulva működésében érintettek. Ezek a sejtek a VNC-ben és a DNC-ben helyezkednek el
(3.8. ábra). A feji rész képes oldalirányú mozgás kialakítására is. A fejben lévő idegsejtek a
garatideggyűrű mentén helyezkednek el (White és mtsi., 1986).
Az érzéksejtek több csoportra oszthatók az alapján, hogy milyen környezeti ingerre ragálnak:
mechanikai, fájdalom, hő, vízoldékony vagy illékony vegyületek, oxigén-szint, kémhatás (pH)
és fény. Összesen 24 érzékelő neuron felelős a külvilágból érkező jelek feldolgozásáért
(Bargmann, 2006; Bergamasco és Bazzicalupo, 2006). A mechanikai ingerek között az érintés
mértéke és helye szerint megkülönböztethetünk gyengéd érintést a testi részen, gyengéd érintést
a feji részen, és erős érintést a testi részen (3.11. ábra). A gyengéd érintés érzékeléséhez
mindösszesen 6 érző neuronra van szükség (ALML, ALMR, AVM, PVM, PLML és PLMR),
illetve a velük kapcsolatban lévő 6 darab interneuronra és 69 motorneuronra (Chalfie és mtsi.,
1985; Goodman, 2006). A hermafrodita állatok minden esetben az érintés irányával ellentétes
„menekülő” reakciót mutatnak. Az állat a poszterior irányából érkező jel hatására előre
megy, az anterior irányból érkező jelek hatására pedig hátrafelé mozog. E mellett az érintés
19
3. Irodalmi áttekintés
befolyásolhatja a garatpumpálás sebességét, az embrió-lerakást és a bél ürítését is (Syntichaki
és Tavernarakis, 2004).
3.11. ábra. Az érintésért felelős idegsejtek elhelyezkedése. A: gyengéd érintésért (pl. hajszál)
felelős idegsejtek elhelyezkedése. B: az erős érintésért (pl. tű) felelős idegsejtek és azok dendritjei.
(wormatlas.org nyomán)
Az erős ingerek (pl. tűvel érintés) (3.11 ábra) felfogásában a PVDL és PVDR neuronok kiterjedt
dentrit hálózata felelős a nyaki régiótól poszterior irányba, és az FLP neuron szintén kiterjedt
dentrit hálózata a feji és nyaki régióban (Hall és Treinin, 2011). A feji végen érzékelt gyengéd
stimulosok felfogásáért több neuron is felelős (OLG és Il1 család), amelyek közül az Il1
közvetlen kapcsolatban áll a feji izomsejtekkel, így az érintésre azonnali hátrafelé irányú fej
visszahúzó mozgással reagál. Az idegsejtek elengedhetetlenek továbbá a táplálék keresésében
(Hart és mtsi., 1995; Goodman, 2006).
A kémiai anyagok (vízoldékony és illatanyagok) felismerése 32 szagló/ízérzékelő neuronon
keresztül történik. A különböző koncentrációban található anyagokra az állat eltérő válaszokat
adhat. Ezek közül 22 ún. amphid és 4 phasmid neuront találunk párban, és összesen 6 db IL2
neuront, ami a belső szájszervben helyezkednek el (Bargmann és Horvitz, 1991; Bargmann
és mtsi., 1993; Mori, 1999). Az amphid (fejben) (3.12. ábra) és phasmid (farokban) sejtek,
valamint a szájszervben elhelyezkedő támasztó sejtek segítik az érző neuronok munkáját.
Ezekről a különleges sejtekről kapták a neuronok az elnevezésüket (3.12. ábra). Az ADF, ASE,
ASG, ASI, ASJ és ASK idegsejtek felelősek azon vízoldékony anyagok érzékeléséért, amelyek
vonzóak az állat számára. Ezek közül az ASE-k különlegesek, mert a jobb oldalon elhelyezkedő
ASER felelős a klorid ionok és a kálium, míg a bal oldalon elhelyezkedő ASEL a nátrium ionok
felfogásáért (Pierce-Shimomura és mtsi., 1999). Az ASH és ADL neuronok egyes vízoldékony
anyagok (réz, octanol, cadmium, stb.) elkerüléséért felelősek.
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3.12. ábra. Amphid neuronok kísérő sejtjei. A kémiai ingerek felfogására szolágló szerv az anterior
részen az amphid, posterior részen a phasmid, amik a kísérő sejtek furcsa alakjáról kapták a nevüket
(wormatlas.org nyomán)
Az illékony anyagokat, amelyeket többnyire baktériumok szekretálják, az AWA, AWB és
AWC sejtek érzékelik, amelyek közül az AWA és az AWC érzékeli a vonzó, míg az AWB az
elkerülendő anyagokat (Bargmann és mtsi., 1993). Az AWC érzékeli a benzaldehidet, butanont,
izoamil-alkoholt, 2,3 pentadiont és a 2,4,5-trimetil-tiazolt. Az AWA felelős a diacetil, pirazin,
és a 2,4,5-trimetiltiazol felismerésért. Az AWCL és AWCR idegsejtek funkciója megosztott,
az egyik a butanont, a másik a 2,3-pentadiont képes érzékelni, de a benzaldehidet és az
izoamil-alkoholt mindkettő egyformán érzékeli (Wes és Bargmann, 2001). Az AWB sejtek
egyes anyagok (pl. 2-nonanon) elkerülésében játszanak szerepet (Troemel és mtsi., 1997).
A hőmérséklet érzékelése elsődlegesen szintén az amphidban található AFD idegsejten
keresztül valósul meg. A szabályozásban részt vesznek az AWC és ASI neuronok is. Az
optimális hőmérséklet az állatok számára 12-27°C között van, az ennél hidegebb vagy melegebb
helyeket elkerülik (Mori és Ohshima, 1995; Kuhara és mtsi., 2008; Beverly és mtsi., 2011). A
légköri oxigén és a szén-dioxid koncentrációja szintén befolyásolja még az állat viselkedését.
A C. elegans légzése diffúz, 2-21% oxigén tartalmú vizes vagy száraz közegből a kutikulán
keresztül fel tudja venni a megfelelő mennyiségű oxigént (Van Voorhies és Ward, 2000). Az
oxigén érzékelése a test teljes hosszában történik meg. Egyes sejtek a sejtközötti folyadékban
mérik az oxigén szintet, míg vannak, amelyek a környezet oxigén szintjét érzékelik. Mind a
feji, mind a farki végen találhatók érzéksejtek (AQR, URX és BDU, PQR, ALN, PLN és
SDQ), így tudja az állat elkerülni a túl magas és túl alacsony oxigén tartalmú helyeket. A
szabályozásban részt vesznek a fájdalomérzékelő ASH és ADF neuronok is. A természetben a
fonalférgek rothadó növények, gyümölcsök közelében táplálkoznak, és ha az optimális oxigén
21
3. Irodalmi áttekintés
tartalmú környezetben nincs megfelelő táplálék, akkor a táplálékforrás elérhetősége kerül
előtérbe (White és mtsi., 1986; Gray és mtsi., 2004; Chang és mtsi., 2006).
3.2.1. Szex-specifikus eltérések a C. elegans idegrendszerében
A hímekben 79 neuronnal találunk többet, mint hermafroditákban (3.13). Ezek többsége a
párzáshoz szükséges és a farki részen helyezkedik el . Hermafroditákban 3, hímekben 5
gangliális csoportot különítünk el a farokban: a dorzorektális, a lumbáris és a preanális gangliák
mellett a test két oldalán a kloakális gangliakat (3.9. ábra). E mellett a VNC-ban elhelyezkedő
sejtek száma is több a hímben, a sejtosztódás során kevesebb sejt hal meg apoptózissal, mint
hermafroditában. Ezek többsége motorneuronná fejelődik (Sulston és mtsi., 1980).
3.13. ábra. A hím- és hermafrodita-specifikus C. elegans iderendszer. Sematikus ábrázolás a közös
idegrendszeri sejtek elhelyezől (zöld körök) és a szex-specifikus idegsejtek elhelyezkedéséről (piros a
hermafroditában, kék a hímben) (Fagan és Portman, 2014, nyomán).
Hímekben a feji régióban 4 db speciális CEM (Cephalic male neuron) (3.14. ábra) idegsejtet
találunk, amelyek embrionális korban születnek, nyúlványaik a feji vég irányába helyezkednek
el és a környezetbe kibocsájtott feromonok érzékelésében vesznek részt. A fonalférgek által
kiválasztott ún. aszkarozid molekulák együtteséből áll a daumon, amit az L1 állatok akkor
bocsájtanak ki, amikor nem megfelelő a környezet (pl. kevés a táplálék, vagy túl nagy a
zsúfoltság), ekkor az állatok egy ún. dauer lárvává alakulnak át, és akár 4 hónapig is képesek
táplálék nélkül túlélni (3.3 ábra) (Ludewig és Schroeder, 2013). Felnőtt korban a CEM neuronok
a szintén aszkarozid molekulákból álló szex-feromon érzékelésében vesznek részt (Izrayelit




3.14. ábra. CEM idegsejtek elhelyezkedése a C. elegans hím feji régiójában. A 4 db idegsejt a
háti részen jobb és bal oldalt (CEM D L/R – D – dorzális, R-jobb (right), L-bal (left) és a hasi részen
(VL/R - V-ventrális) helyezkednek el, a nyúlványaik a feji vég irányába helyezkeneik el. Bal oldali nézet.
(wormatlas.org)
Sammut és mtsi. 2015-ben hímekben azonosítottak két glia sejtből fejlődő idegsejtet, amelyek
szex-specifikus módon nélkülözhetetlenek egyes tanulási folyamatokhoz (Sammut és mtsi.,
2015). A hím MCM (Mystery cells of the males) interneuronok szükségesek ahhoz, hogy
hermafrodita jelenlétében a párosodási késztetés elnyomja az éhséget (Sakai és mtsi., 2013).
Hermafroditában a két HSN (Hermaphrodite specific neuron) és a VC1-6 (Ventral nervcord)
neuronok specifikusak. A HSN-k hímekben is létrejönnek, de TRA-1-függő apoptózissal
később elpusztulnak (Conradt és Horvitz, 1999). A HSN egyike azon sejteknek, melyek az érés
során vándorolnak (3.10. ábra). A végső pozíció kialakításában és az axonok formálásában az
ún. vulva prekurzor sejtek vesznek részt, és az L2/L3 stádiumban nyerik el végső pozíciójukat,
majd az L4 stádiumban kapcsolódnak az axonok a ventrális idegkötegbe. A HSN-k a vulva
izomzatát idegzik be, és irányítják az embriók lerakását szerotonin felszabadításán keresztül
(Trent és mtsi., 1983; Garriga és mtsi., 1993). A VC sejtek (1-6) hermafrodita-specifikus
motorneuronok, ami elsősorban a vulva izomzatának beidegzéséért felelősek acetilkolin (VC
1-3, 6) és szerotonin (VC 4-5) felszabadításán keresztül. A P sejtvonalból származnak a vulva
prekurzor sejtek, amelyek további fejlődésében a lin-39 Hox gén vesz részt (Sternberg és
Horvitz, 1986). A lin-39 a TRA-1 gátlása alatt áll hímekben (Szabó és mtsi., 2009).
3.3. Szex-specifikus különbségek a C. elegans viselkedésében
C. elegans-ban a hermafrodita önmegtermékenyítő, míg a hím a hermafrodita
megtermékenyítésére képes. Ennek következtében számos olyan párkeresési és párzó
magatartási formát találunk hímben, amelyeket a hermafrodita állat nem mutat 3.16. ábra).
Ezek a viselkedési különbségek mindenképpen megkövetelik az idegrendszer eltérő működését.
A közös (294 sejtből álló) idegrendszer szükségszerűen eltérő működést mutat a két nemben,
amely génexpressziós szinten is megnyilvánul (Portman, 2017). Egyes sejtekben (pl. ADF és




A párkereső és párzó viselkedés más hermafrodita Caenorhabditis fajokhoz hasonlóan (pl.
C. briggsae) csak hímekben figyelhető meg. Nőstényeket és hímeket egyaránt tartalmazó
fonalféreg fajokban (pl. C. remanei és C. japonica) azonban mindkét nem mutatja ezeket a
viselkedési mintázatokat. A párkeresés annyira fontos, hogy az egyedek a táplálékot is képesek
elhagyni párzó partner hiányában (Lipton és mtsi., 2004). Ennek a viselkedési mintázatnak a
kialakításában részt vesz az inzulin jelátviteli útvonal és a szerotonin jelátviteli útvonal, amelyek
az éhség felismerésében játszanak szerepet. A párkeresést befolyásolja egy ivarszervekből
érkező jel, amelynek mechanizmusa nem ismert ugyan, de azoknál az egyedeknél, ahol a
gonádot, illetve gonád prekurzor sejteket eltávolítják, megszűnik az ösztön (Lipton és mtsi.,
2004; Kleemann és mtsi., 2008). E mellett a hím kevésbé vonzódik a táplálék-kapcsolt
diacetilhez, mint a hermafrodita. A diacetil érzékelésében az AWA amphid receptor sejtek
vesznek részt (3.15. ábra), amelyek az odr-10 (Odorant respons abnormal) G-fehérje kapcsolt
receptort expresszálják, ami a diacetil érzékeléséhez nélkülözhetetlen. Az expressziós szint a
két nemben eltérő, a hímben alacsonyabb. Ha a hermafrodita idegrendszerben a fem-3 gént
túlműködtetjük, akkor egy maszkulin idegrendszert kapunk, és így a hermafroditánál is megnő
a táplálék elhagyás valószínűsége (Sengupta és mtsi., 1996; Ryan és mtsi., 2014).
3.15. ábra. Az AWA és AWC sejtek elhelyezkedése. AWA és AWC sejtek (jobb és bal oldalon) a garat
két oldalán, dendritek a feji vég irányában helyezkednek el, az axonok a garatideggyűrűbe futnak. A
sejttest és a nyúlványok rózsaszínnel, garat zölddel került ábrázolásra (wormatlas.org nyomán).
A feromonok érzékelése is eltérő viselkedést vált ki a két nemben. A hermafrodita számos
olyan anyagot választ ki, amelyek a hím számára vonzó (szex-feromon). Ha M9 oldatot vagy
tápoldatot kondicionálunk hermafroditákkal, akkor az érett, felnőtt hímek pozitív kemotaxist
mutatnak az elegyre, míg a hermafroditák nem. White és munkatársai (2007) kimutatták, hogy
az érzékelés az AWA, AWC (3.15. ábra) és CEM (3.14. ábra) neuronokon keresztül történik,
és ehhez az osm-9 (Osmotic avoidence abnormal) gén által kódolt TRPV (Transient receptor
potencial vanilloid) jelenléte szükséges. A kísérlet során az L3 és L4 állapotokban lézerrel
szelektíven eltávolították ezeket a sejteket, és azt tapasztalták, hogy ha az eltávolítás az L3
stádiumban történt, akkor egy-egy neuron elpusztítása után a másik kettő képes annak a sejtnek
a feladatának átvételére, ugyanis a felnőtt állatok viselkedése normális volt. A három neuron
egyidejű hiánya a viselkedés hiányát mutatja. Eddig csak az OSM-9 működését mutatták
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ki a viselkedés során, ami ugyan a hermafroditában is jelen van, önmagában úgy tűnik,
hogy nem elég a hím-specifikus idegrendszer kialakításához (White és mtsi., 2007). Ezt a
feltételezést támasztja alá, hogy hímekben és hermafroditákban az idegrendszer huzalozása
eltérő, azonos idegsejtek teljesen eltérő idegrendszeri körökbe tartoznak. Az eltérő szinaptikus
kapcsolatok kialakításáért szintén a TRA-1 felelős. A kísérletben a PHB farki phasmid
neuron kapcsolatait vizsgálták a két nemben. A PHB sejt eltérő szerepet tölt be hímekben és
hermafroditákban. Míg a hermafroditában egyes káros anyagok elkerüléséért felelős (pl. SDS),
addig hímben a hermafrodita jelenlétének érzékelése a feladata. Az idegsejtet maszkulinizálva
(fem-3 overexpresszió) vagy feminizálva (tra-2 overexpresszió) a hímre vagy a hermafroditára
jellemző sejtkapcsolatok alakulnak ki (Oren-Suissa és mtsi., 2016). Elektronmikroszkópos
felvételek alapján feltárt kapcsolatok alapján látható, hogy a hímben és a hermafroditában az
AWA és AWC neuronok által létesített kapcsolatok különbözők, ami eredményezheti az eltérő
viselkedést (wormwiring.org).
Fonalférgekben a szex-feromon felelős a párzó partner megtalálásáért. Több tanulmányban is
megfigyelték, hogy a C. elegans párzó hatékonysága elmarad azoktól a Caenorhabditis fajoktól,
amelyekben hímeket és nőstényeket tudunk elkülöníteni (pl. C. remanei és C. species strain
CB5161). A hím ugyan érzékeli a hermafrodita által kibocsátott kémiai ingereket, de korántsem
mutat olyan azonnali reakciót, mint a C. remanei (Bargmann és mtsi., 1993; Simon és Sternberg,
2002; Lipton és mtsi., 2004). Chasnov és munkatársai (2007) kimutatták, hogy szex-feromont
a különböző fonalféreg fajokban csak a felnőtt hermafrodita és nőstény állatok termelnek, és
csak a felnőtt hímek vonzódnak hozzá, valamint, hogy a különböző fajok eltérő összetételű
szex-feromont termelnek (Chasnov és mtsi., 2007) Továbbá arra a kérdésre is keresték a választ,
hogy a szex-feromon mennyire fajspecifikus. A kísérletben két hermafrodita fajt (C. elegans-t és
C. briggsae) és két-két olyan fajt használtak, ahol nőstényeket és hímeket találunk (C. remanei
és C. sp. CB5161). A tanulmány szerint a C. remanei nőstény által termelt szex-feromon az,
ami a legvonzóbb a tesztelt fajok felnőtt hímjei számára (Chasnov és mtsi., 2007).
A párkeresés következő lépése a hermafrodita beazonosítása (3.16. ábra). Amikor a hím
megérinti a hermafroditát, és egy hátrafelé csúszó mozdulatot tesz, azt „válasznak” (response)
nevezzük. A hím ilyenkor a farkával érinti meg a hermafroditát, majd csúszó mozgásba kezd,
hogy megtalálja a vulvát. Az érzékelésben és a hermafrodita testéhez tapadt csúszásban a hímek
speciális faroklegyezője vesz részt, amely hím-specifikus idegsejtekből (A és B típusú sejtek) és
hozzájuk kapcsolódó ivar-specifikus sejtekből épül fel. Ha a legyező összes idegsejtje hiányzik,
akkor a hermafroditák felismerése elmarad, ha csak néhány sejt hiányzik, akkor a vulva keresése
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3.16. ábra. A párzó viselkedés C. elegans-ban. A párzó viselkedés stádiumai C. elegans-ban: a hím a
hermafrodita által kiválasztott szex-feromon érzékelése során találja meg a hermafroditát. A hermafrodita
megérintése során felismeri azt, ami egy jól látható megállás (válasz). Ezt egy hátrafelé irányú csúszás
követi. A hermafrodita testén körbe csúszva keresi a vulvát, amikor megtalálja, jól láthatóan megakad.
Ezt követi a spiculumon keresztüli sperma átadása, a megtermékenyítés (Loer és Kenyon, 1993, nyomán).
során sérül az a képesség, hogy végig szorosan a hermafrodita mellett maradjon. A csúszás
során a hermafrodita feji vagy farki végét elérve a hímnek egy éles kanyart kell tennie (Sulston
és mtsi., 1980; Liu és Sternberg, 1995; Koo és mtsi., 2011). A vulva megtalálásakor a hím
megáll. A vulva felismeréséért a már említett PHB idegsejt, valamint a PHC és HOB neuronok
felelősek. Noha ezek a sejtek (PHB, PHC) megtalálhatók mind a hermafroditában, mind a
hímben, ivar-specifikus sejtkapcsolatokat hoznak létre, és eltérő idegrendszeri körbe tartoznak.
Ezért lehetséges az, hogy hermafroditákban teljesen más szerepük van. Hermafroditákban a
PHB neuron az SDS elkerüléséért felelős (Oren-Suissa és mtsi., 2016). A közelebbi vizsgálat
során kiderült, hogy az L1 lárva állapotban a PHB mindkét nemben kapcsolatban áll a
fejben található AVG idegsejttel, azonban az L3 stádiumban a hermafroditákban ez a sejt-sejt
kapcsolat felbomlik. A kapcsolat fenntartásához az unc-6 netrin homológ jelenléte szükséges,
ami hermafroditákban a TRA-1 gátlása alatt áll (Weinberg és mtsi., 2018). A PHC sejtnek a
hermafroditában inkább érzékelő feladata van, néhány interneuronnal és mozgató neuronnal áll
kapcsolatban, míg a hímben számos hím-specifikus idegsejttől kap információt, és számos más
interneuronnak és mozgató neuronnak adja azt tovább. Ezeknek a kapcsolatoknak a létrejöttét
a dmd-3 TRA-1-függő módon szabályozza (Serrano-Saiz és mtsi., 2017). Az embriók lerakása
hermafrodita-specifikus viselkedésnek tekinthető, amelyet az ivar-specifikus HSN és VC sejtek
irányítanak (Schafer, 2005). Elképzelhető, hogy a két nemben közös idegrendszer egyes
sejtjei is segítenek ennek a viselkedési mintázatnak a finomhangolásában. Ezt a feltételezést
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támasztja alá, hogy a nemek között eltérő a mozgás intenzitása és a test meghajlása. Ezek mind
szükségesek az embriók lerakásához (Mowrey és mtsi., 2014).
3.4. A G-fehérje jelátviteli útvonal jellemzése
A heterotrimerikus G-fehérjék a legáltalánosabb jelátvívő molekulák az eukarióta sejtekben
(Rosenbaum és mtsi., 2009). A G-fehérjék 3 alegységből állnak:↵,   és  , amelyek együttesen
a 7 transzmembrán (7-TM) receptor - másnéven G-fehérje-kapcsolt receptor - citoplazmatikus
régiójához kapcsolódnak (3.17. ábra). Az ↵ alegység képes GTP-t és GDP-t is kötni. Klasszikus
helyzetben egy külső ligandkötés hatására a receptor képes guanozin cserélő faktorként
(Guanozin exchange factor, GEF) stimulálni a GDP és GTP kicserélődését az ↵ alegységen. A
GTP-G ↵ alegység így disszociál a G  -tól, és a szétvált egységek külön-külön képesek további
molekulák aktiválására. A GTP hidrolízise visszaállítja a G↵-GDP alaphelyzetet, ami így
újra kapcsolódik a G   egységekkel. A szabad G↵-GDP alegység újra aktiválódhat bizonyos
helyzetekben a citoplazmában lévő GEF fehérjék révén, pl. RIC-8 (Resistance of inhibitors of
cholinesterase), amelyek így a G-fehérje jelátviteli rendszer pozitív szabályozó molekulái (Tall
és mtsi., 2003; Reynolds és mtsi., 2005). A GTP hidrolízis sebessége befolyásolható különböző
RGS (Regulators of G protein signaling) fehérjékkel, amik így a G-fehérje jelátviteli útvonal
negatív szabályozói.
A C. elegans genomban 2  , 2   és 21 ↵ alegységet kódoló gén található (Jansen és mtsi.,
1999). Emlősökben a G ↵ fehérjéket működésük és szekvenciájuk alapján 4 osztályba soroljuk:
Gs ↵ (stimuláló), Gi/o ↵ (inhibitor, other), Gq ↵ (q polypeptid) és G12/13 ↵(Neves és mtsi.,
2002). C. elegans-ban mindegyik családból 1 ortológ fehérjét találunk: GSA-1 (G protein,
subunit alpha), GOA-1 (G protein, O, alpha subunit), EGL-30 ás GPA-12 (G Protein, Alpha
subunit). C. elegans-ban a többi G fehérje a GOA-1 paralógja (GPA-1-11, 13-17 és ODR-3. A
konzervált G fehérjék az állat teljes hosszában expresszálódnak, míg a C. elegans specifikus
GPA fehérjék és az ODR-3 csak a kemoszenzoros receptorokban. A GSA-1, GOA-1 és
EGL-30 szerepet játsszanak a fejlődési lépésekben és a viselkedés kialakulásában, majd
annak fenntartásában (3.18. ábra). Ezen kívül a GOA-1 a GPA-16-tal redundánsan működik a
sejtosztódás szabályozásában (3.19. ábra) (Bringmann és mtsi., 2007; Gotta és Ahringer, 2001).
A 3 konzervált G fehérje (GSA-1, GOA-1 és EGL-30) által meghatározott útvonalak egymással
kapcsolatban vannak. Motorneuronokban az EGL-30 egy kanonikus G-fehérje útvonal eleme
(3.18. ábra), ahol foszfolipáz C (PLC) aktiválás során foszfatidilinozitol biszfoszfát (PIP2)
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3.17. ábra. G-fehérje jelátvitel működése.(1) Nyugalmi állapotban a 7-TM fehérjéhez kapcsoltan
helyezkedik el a G-fehérje 3 alegysége GDP-t kötve. (2) Ligand kötés hatására a GDP disszociál, és egy
GTP kerül a helyére. (3) Az ↵ alegység leválik a komplexről. (4) Az alegység hidrolizálja GTP-t GDP-vé
(Matúš és Prömel, 2018, nyomán).
hidrolízisét végzi diacetil-glicerollá (DAG) és inozitol triszfoszfáttá (IP3). A DAG molekulák
elősegítik az őket kötő receptorok (UNC-13-uncoordinated) lokalizációját a membránhoz, ami
vezikulák keletkezéséhez és végső soron acetilkolin felszabadításához vezet (Lackner és mtsi.,
1999). A GOA-1 aktiválja a diacetilglicerol kinázt (DGK-1), így negatívan szabályozza az
útvonalat. Ezzel szemben a GSA-1 az útvonal stabilitását segíti, és adenilil ciklázon (ACY-1)
keresztül a vezikulák kialakításában vesz részt (Reynolds és mtsi., 2005). A további G-fehérje ↵
alegységek (GPA-1-11, -13-17 és ODR-3) főleg érzéksejtekben fejeződnek ki, ahol egymással
redundánsan működhetnek az egyes jelátviteli rendszerekben (Bastiani és Mendel, 2006).
C. elegans-ban a két   alegység közül a heterotrimer kialakításában a GPB-1 vesz részt, a
GPB-2 feltehetően az ↵ alegységek GTPáz aktivitását szabályozza (Chase és mtsi., 2001;
Robatzek és mtsi., 2001; Van der Linden és mtsi., 2001). A   alegységek közül a GPC-2
expresszálódik a legtöbb idegsejtben, míg a GPC-1 csak a kemoszenzoros érzékelésben játszik
szerepet (Jansen és mtsi., 2002; Yamada és mtsi., 2009).
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3.18. ábra. G-fehérje jelátvitel motorneuronokban. Az alap jelátvitelt rendszer a piros nyilakkal
jelölt szakasz. A G-fehérje alaegység az EGL-30, ami az acetlilkolin felszabadulásához szükséges
vezikulák kialakítását aktiválja. Egy köztes molekula, a DAG felhalmozódását gátolja a GOA-1-en
keresztül érkező jel, míg aktiválja a GSA-n keresztül érkező jelet. Más neuronokban, ahol az EGL-30
szerepét igazolták, is elképzelhető, hogy ez a kapcsolati rendszer található meg. A sárga háttérrel jelölt
fehérjék az acetilkolin felszabadításátát segítik elő, míg a kék háttérrel jelöltek gátolják. A nyilak




A G↵ fehérjék funkcióját fordított genetikai módszerek segítették megismerni. Mindegyik
G-fehérjét sikerült csendesíteni ún. target-specifikus géninaktivációval (Jansen és mtsi.,
2002). Továbbá több fehérjére, köztük a GOA-1-re is sikerült létrehozni funkciónyeréses
mutációt hordozó transzgént, amely az állatokba visszajuttatva csökkent GTPáz aktivitása miatt
konstitutívan működő fehérjét kódol (Bastiani és Mendel, 2006).
A GOA-1 ↵ alegység számos folyamatban vesz részt, több hormon és neurotranszmitter is képes
aktiválni működését, mint pl. az acetilkolin, dopamin és szerotonin (Neves és mtsi., 2002).
Különböző RNS interferencia (RNSi) vizsgálatok során kimutatták, hogy a GOA-1 számos
fundamentális folyamatot szabályoz, mint pl. a sejtosztódás, neurális migráció és szinaptikus
transzmisszió. Továbbá szerepet játszik az embriók lerakásában, a vulva kifejlődésében, az
embrionális életképességben, a mozgásban, a fertilitásban és a sejtosztódás során az orsó
fonalak orientációjának kialakításában (Fraser és mtsi., 2000; Simmer és mtsi., 2003). A
goa-1 mutáns állatok embrionális életképtelenséget mutatnak (Miller és Rand, 2000). Felnőtt
állatokban a fehérje funkció hiánya részleges sterilitást okoz (Mendel és mtsi., 1995; Segalat
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és mtsi., 1995), továbbá különböző neuronok migrációjában okoz defektust (Kindt és mtsi.,
2002), és a motorneuronokban megnövekedett acetilkolin felszabadulás miatt az állatok
hiperaktív mozgásúak lesznek (Miller és mtsi., 1999; Nurrish és mtsi., 1999). A mutáns állatok
viselkedésében számos más változás is megfigyelhető, pl. a hímek párzási viselkedésében
(Mendel és mtsi., 1995), a szenzoros modulációra adott válasz hiánya vagy eltérése, és a garat
mozgásának lassúsága (Sawin és mtsi., 2000; Keane és Avery, 2003). Az eddigi génexpressziós
elemzések alapján a goa-1 kifejeződik a teljes idegrendszerben, néhány nem neurális sejtben,
mint pl. a garat, szex-specifikus izmok és a szomatikus gonád sejtjekben és a hermafrodita
DTC-ben. Eddig csak olyan riporter konstrukciók álltak rendelkezésre, amik a goa-1 gén
promóter régiójának 1500 vagy 5000 bázispár hosszú szakaszát tartalmazták (Mendel és mtsi.,
1995; Segalat és mtsi., 1995). Immunlokalizációs festés segítségével kimutatták, hogy a GOA-1
fehérje embriókban legalább 20 sejtes állapotig a sejtmembránban lokalizálódik (Miller és
Rand, 2000).
3.4.2. A receptor-függő útvonal
A GOA-1 fehérje számos folyamatban vesz részt. A motorneuronokban a szinaptikus vezikulák
felszabadítását gátolja. A mozgás kialakítása során a motorneuronokból acetilkolin szabadul
fel, amit az EGL-30-közvetített útvonal szabályoz. A GOA-1 ezt az útvonalat képes gátolni,
megakadályozva az acetilkolin felszabadulását, így létrehozva a hiperaktív mozgást. Az
embriók lerakása során a HSN neuronokban posztszinaptikusan is részt vesz, vagyis nem csak
az acetilkolin felszabadulását szabályozza, de az acetilkolin jelátvitelt is (Mendel és mtsi., 1995;
Nurrish és mtsi., 1999; Shyn és mtsi., 2003). Számos neurotranszmitter és neuromodulátor a
GOA-1-től upstream hat bizonyos sejtekben, pl. a szerotonin jelátvitelen keresztül szerepe van
az izmokban, erambrió lerakásában és székletürítésében (Nurrish és mtsi., 1999). Ezen kívül a
Q sejt leszármazottak (ALM, BDU, AVM és SDQR) migrációjában (3.10. ábra) is a szerotonin
lehet a ligand molekula (Kindt és mtsi., 2002). E mellett kimutatták szerepét az acetilkolin
jelátvitelben az embrió lerakás során (Bany és mtsi., 2003), az oktopamin jelátvitelben a
garatmozgás során (Rogers és mtsi., 2001), valamint a dopamin jelátvitelben szükséges ahhoz,
hogy lelassuljon a mozgás, amikor az éhező állatok újra élelmet találnak (Sawin és mtsi., 2000).
Az érző neuronokban a jelátviteli folyamatok csak részben ismertek. A GOA-1 szerepet játszik
a daumon érzékelésben és az arra adott válasz kialakításában (van Swinderen és mtsi., 2002).
Az AWC neuronokban az EGL-30 (G↵q) közvetített jelátviteli útvonalat szabályozva (3.18.
ábra) a benzaldehidre, izoamil-alkoholra és butanonra adott pozitív válasz kialakításában játszik
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szerepet úgy, hogy jelenléte szükséges az anyagok adaptációjához. Az AWA neuronban azonban
a diacetil és a pirazin direkt érzékelésében is szerepe van (Matsuki és mtsi., 2006).
3.4.3. A G-fehérjék szerepe az aszimmetrikus sejtosztódás során
A C. elegans egyedfejlődése során a testi sejtek leszármazása invariáns és előre meghatározott
(Sulston és Horvitz, 1977), vagyis minden egyed azonos sejtszámból épül fel. Az N2 vad típusú
hermafrodita 959, míg a hím 1031 testi sejtből épül fel. A sejtosztódások 6 alapító sejtből
indulnak ki, amelyeket AB, MS, E, C, D és P4-gyel jelölünk. Az alapító sejtek aszimmetrikus
sejtosztódással jönnek létre és az elsődleges testtengelyt alakítják ki (3.19. ábra). Először az
anterior-poszterior testtengely alakul ki, majd a dorzo-ventrális irány, végül a jobb-bal oldali
aszimmetria jön létre. A PAR (partitioning defective) fehérjék sejten belüli elhelyezkedése jelöli
ki az osztódó sejteket, vagyis az aszimmetriát. A fehérjék elhelyezkedését a citoszkeletális
rendszer alakítja ki. A PAR fehérjék koordinálják a sejtek megfelelő osztódását azáltal,
hogy a centriólumokat pozícionálják a sejtben. A G fehérjék a PAR fehérjéktől downstream
hatnak, feladatuk a polaritási parancsok továbbadása és a megfelelő erő generálására. Két
egymással redundánsan működő G-fehérje, a GPA-16 és GOA-1 felelős a rotációért és a fonalak
aszimmetrikus mozgásáért (Bastiani és Mendel, 2006).
3.19. ábra. GOA-1 és GPA-16 szerepe a sejtosztódásban. A húzó fonalak kapcsolódása a
membránhoz és pozícionálása. A piros körök a centriólumokat jelölik, a fekete vonalak a húzó fonalakat.
A G↵ fehérjék a membránhoz kötik a komplexet. A RIC-8, RGS-7, GPB-1 és GPC-1 a G↵ fehérjék
kötését szabályozzák (Matúš és Prömel, 2018, nyomán).
Az osztódási orsó kialakítását C. elegans-ban egy fehérje komplex végzi, amely egy G↵
fehérjéből (GOA-1 vagy GPA-16), egy TRP GoLoco doménnel rendelkező fehérjéből (GPR1
és GPR2) és egy coild-coil doménnel rendelkező fehérjéből (LIN-5) áll (3.19. ábra) (Gotta és
Ahringer, 2001; Colombo és mtsi., 2003; Gotta és mtsi., 2003; Tsou és mtsi., 2003; Afshar
és mtsi., 2004). Ugyan a komplexet alkotó fehérjék kiléte jól ismert, az egyes komponensek
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szerepe már kevésbé. A komplex feladata az orsó kialakítása, majd a centriólumok széthúzása.
A G↵ fehérjék szerepére eddig két elképzelés volt, egyik szerint a G↵ fehérjék feladata
mindösszesen az orsó pozícionálása és membránhoz kötése (Gotta és Ahringer, 2001;
Bergmann és mtsi., 2003; Afshar és mtsi., 2005), a másik szerint a GOA-1 húzó erők
kialakításában is szerepet játszik (Afshar és mtsi., 2004). Egy újabb tanulmány alapján azonban
úgy tűnik, hogy a húzó erő generálása elsősorban a LIN-5 feladata (Fielmich és mtsi., 2018), és
a G↵ fehérjék csak a pozícionálást végzik. A G-fehérjék stabilitásáért a RIC-8 fehérje felelős,
ami egy chaperonként működik (Afshar és mtsi., 2004, 2005). A G   alegységek (GPB-1 és
GPC-1) negatív regulátorként vesznek részt a folyamatban, ugyanis az inaktív G↵ fehérjével
próbálnak meg kapcsolatot kialakítani (Gotta és Ahringer, 2001; Tsou és mtsi., 2003).
3.5. A Hedgehog jelátviteli útvonal
A Hh jelátviteli útvonal a mintázatképződésben és sejtes differenciálódásban játszik szerepet
Drosophila-ban és gerincesekben egyaránt (3.20. ábra). A jelátviteli útvonalat Drosophila-ban
írták le először. A Hh egy ligandfehérje, ami kötést tud kialakítani a Patched (Ptc) receptorral. A
kötés kialakulása utána a Ptc represszált állapotba kerül, így felszabadul a Smoothened (Smo)
transzmembrán fehérje. A Smo aktiválódásának hatására a Cos2 (Costal 2)/ Sufu (Supressor
of Fusued)/FU (Fused) komplex elengedi a Ci fehérjét, ami a sejtmagban jutva génátírást
szabályoz (Ingham és mtsi., 1985).
A Ci aktiváló és gátló feladatokat is ellát. Ha nem kötődik Hh ligand a sejthez, akkor a Cos2
mikrotubulusokhoz köt, és megakadályozza a Ci sejtmagba vándorlását. A Ci egy proteolítikus
hasítást szenved, és elveszti a transzkripciós aktivitásért felelős doménjét. Így kialakul egy
gátló forma, ami a sejtmagba jut, és ott felhalmozódik. A Hh ligand kötődése után a Ci teljes
hosszában a sejtmagba vándorol és génátírást aktivál (3.20. ábra, 2. panel). Emberben a Hh
útvonal sokkal összetettebb. Több ligand fehérje létezik (IHh: Indian Hedgehog, Shh: Sonic
Hedgehog, DHh: Desert Hedgehog), amelyek szövetspecifikusan más és más gének átírásáért
felelősek. A sejtben ennek megfelelően több Ci ortológ van, a GLI1, GLLI2 és GLI3. A GLI
fehérjék szerepe is eltérő. A GLI1 aktiválja, míg a GLI3 gátolja a génátírást. A GLI fehérjék
különböző szerepei specifikusabbá teszik a jel hatására adott választ (Ingham és mtsi., 1985).
Érdekes módon C. elegans-ban nincs jelen sem a Hh ligand, sem a Smo membránfehérje
ortológja. Ptc és a Ptc-hez hasonló Ptr (PTC-related) fehérjékkel azonban rendelkezik az
élőlény. C. elegans-ban a ptr és ptc gének működésének zavara vedlési defektust okoz a
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3.20. ábra. A Drosophila Hh jelátviteli útvonal. 1. panel: A Hh ligand keletkezése és exocitózisa a
sejtből. 2. panel: A Hh ligandot kötő sejtben lejátszódó folyamatok, a Ci fehérje aktiváló hatása. 3. panel:
A Hh ligandot nem kötő sejtben lejátszódó folyamatok, a Ci gátló formája (Bürglin és Kuwabara, 2006,
nyomán)
membrán transzportfolyamatok hiánya miatt, ugyanis a Ptr és Ptc fehérjék hasonlóak a
baktériumok „multidrog efflux”’ pumpáihoz, hiányukban a fehérje-, zsír- és szteroltranszport
gátolt (Bürglin és Kuwabara, 2006).
Noha a Hh ligand nem konzervált, C. elegans-ban jelen vannak ún. Hh-r (Hh related)
fehérjék (Bürglin és Kuwabara, 2006). A hhr és ptc gének szerepet játszanak a sejtmintázatok
kialakításában. A C. elegans-ban megtalált ortológok közti kapcsolat még nem tisztázott, ahogy
az sem, hogy a fonalféreg rendelkezett-e valaha a teljes Hh jelátviteli mechanizmussal.
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4 Célkitűzések
Az elsődleges nemi jellegek, illetve a nemek viselkedését befolyásoló identitás molekuláris
kialakulása fontos fejlődésbiológiai kérdések. Doktori munkám során a C. elegans
modellszervezettel foglalkoztam, amelyben két nem különböztethető meg, a hím és a
hermafrodita. A szomatikus nem kialakításában a szex-determinációs útvonal játszik döntő
szerepet, amelynek terminális transzkripciós faktora a TRA-1 fehérje. Hargitai Balázs kollégám
doktori munkája során in silico módszerekkel konzervált TRA-1 kötőhelyeket keresett a
genomban (Hargitai és mtsi., 2009). Egyik érdekes jelöltnek a szex-determinációs kaszkád
elején szerepet játszó xol-1 gén ígérkezett, ami előre vetítette, hogy a TRA-1-nek szerepe lehet
nem csak a szomatikus identitás kialakításában, hanem annak fenntartásában is az élettartam
során. Egy másik jelölt a goa-1, az idegrendszer kialakításában és működésében résztvevő
transzmembrán fehérje, ami felveti azt a kérdést, hogy a TRA-1 szerepet játszik az idegrendszer
működésének nemi különbségeinek kialakításában is.
4.1. A szex-determinációs kaszkád mechanizmusának
vizsgálata, és a TRA-1 - xol-1 szabályozási kapcsolat
igazolása
Munkacsoportunkban in vitro és in vivo molekuláris módszerekkel azt találtuk, hogy a TRA-1
fehérje a xol-1 gént az általunk prediktált fehérjekötő helyen transzkripcionálisan gátolja. Az
eredmények főként Hargitai Balázs doktori értekezésében kerültek leírásra (Hargitai, 2009). A
xol-1 a szex-determinációs génkaszkád ún. mester szabályozó génje. Doktori munkám során a
prediktált kapcsolat biológiai relevanciájára kerestem választ.
• Az X-kromoszóma számláló gének embrionális pusztulását a megemelkedett XOL-1
mennyisége okozza?
• A TRA-1 embrió életképtelensége csak XX embriókban fordul elő?
• Mi a TRA-1 – xol-1 szabályozási kapcsolat szerepe a szex-determinációs génkaszkád
stabilizálása?




4.2. Az ivar-specifikus viselkedés vizsgálata és a TRA-1 –
goa-1 szabályozási kapcsolat igazolása
Ismert, hogy a GOA-1 részt vesz a hímek párkereső és párzó viselkedésében. Annak
eldöntésére, hogy TRA-1 részt vesz-e a viselkedési mintázatok kialakításában, a párzó
viselkedést több szakaszra bontottuk, és a különböző folyamatokban genetikai módszerekkel
vizsgálatuk a TRA-1 hiperaktivációjának és hipoaktivációjának hatását.
Doktori munkám során a következő kérdésekre kerestem a választ:
• A goa-1 gén 5. exonjában in silico prediktált TRA-1 kötőhely molekuláris kölcsönhatás
kialakítására képes-e?
• A goa-1 génnel paralóg gpa-16 gén homológ szekvenciájához tud-e a TRA-1 fehérje in
vitro kötni?
• A goa-1 exoni szekvenciájában található konzervált kötőhely szekvenciához a TRA-1
fehérje tud-e kötni in vivo?
• A molekuláris kapcsolat hogyan befolyásolja-e a GOA-1 expresszióját?
• A szex-determinációs kaszkád alakítja-e ki a hím-specifikus viselkedéseket?
• A hím-specifikus viselkedési mintázatok TRA-1 és goa-1 függőek-e?






Vad típusú Caenorhabditis elegans törzsként a „Bristol (N2)” változatot használtam (Brenner,
1974). A következő listában található törzseket használtam fel munkám során. Minden mutáns
törzs definíció szerint csak a megjelölt mutációban különbözik az N2-es törzstől. A törzsek a




• CB2810 tra-1(e1575)/+III; unc-42(e270); him-5(e1490); dpy-21(e428)V















• EM905 rax-5(bs137)II; him-5(e1490)V; bxIs14[pkd-2::GFP + pdx-1)]
Transzformálással létrehozott saját törzsek:
• TTV386 unc-119(ed3)III; eluEx312(goa-1(bs)::ppes-10::CFP)
• TTV396 unc-119(ed3)III; eluEx313[mutgoa-1(-bs)::ppes-10::CFP]
• TTV402 unc-119(ed3)III; eluEx319[gpa-16(-bs)::ppes-10::CFP]
• TTV407 unc-119(ed3)III; eluEx324[javgpa-16(bs)::ppes-10::CFP]
• TTV413 unc-119(ed3)III; eluIs307[pgoa-1::mutGOA-1::GFP]
• TTV416 unc-119(ed3)III; eluIs306[pgoa-1::GOA-1::GFP]
5.1.2. Escherichia coli törzsek
• OPp50: uracil auxotróf E. coli baktérium, ami a laboratóriumi C. elegans törzsek
táplálékaként szolgált.
• HT115(DE3): az etetéses RNSi során használt törzs. Genotípus: F-, mcrA,
mcrB, IN(rrnD-rnE)1, rnc14::Tn10(DE3: lizogén: lavUV5 promoter-T7 polimeráz)
(IPTG-indukáló T7 polimeráz) (RNáz III)
• DH5↵: transzgének és RNSi konstrukciók létrehozásához használt törzs. Genotípus:
fhuA2 (argF-lacZ)U169 phoA glnV44 80 (lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1
hsdR17
5.2. Törzsfenntartás
5.2.1. C. elegans törzsek fenntartása
A C. elegans törzseket laboratóriumi körülmények között 15 és 25°C között, termosztátban
tartjuk fent, 5 cm átmérőjű műanyag petri lemezekbe öntött NGM (Nematoda groth medium)
agaron növesztett OP50 baktérium pázsiton (Brenner, 1974). Az állatokat mozgathatjuk
egyedül egy platina tű segítségével, vagy tömegesen egy spatulával, amellyel kivágunk egy
agar darabot, és a rajta lévő állatokat az agar kocka segítségével új lemezre rakjuk. Stabil
homozigóta mutációt hordozó törzseket elég egy-két havonta átrakni, a heterozigótaként
fenntartott mutánsokat azonban érdemes egy-két generációnként átrakni egyesével. A törzseket
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fagyasztva -80 °C-on vagy folyékony nitrogénben évekig eltárolhatjuk. Bizonyos kísérletekhez
az állatokat lemosással egy eppendorf csőbe gyűjthetjük. A lemosás során M9 oldatot vagy
„assay puffer” oldatot használunk, ami egy fiziológiás oldat.
1 liter NGM agar elkészítése az alábbiak szerint történik
• 3 g NaCl
• 17 g agar
• 2,5 g pepton
• 1 ml koleszterol (5 mg/ml EtOH-ban)
• 975 ml H2O
autoklávozás, majd 60°C alá hűtve sterilen hozzáadni a következő komponenseket:
• 1 ml 1M CaCl2
• 1 ml 1M MgSO4
• 1 ml 1M KH2PO3 (pH=6.0)
Egyes speciális esetekben (pl. RNSi alkalmazásakor) a fentieken kívül a szelektivitást
biztosító ampicilin (50 µg/ml végkoncentráció) és tetraciklin (5 µg/ml végkoncentráció)
antibiotikumok, illetve az indukcióhoz szükséges IPTG (izopropil- -D-tio-galaktozid) (0,4 mM
végkoncentráció) hozzáadása szükséges.
M9 puffer összetétele (1l)
• 3 g KH2PO4
• 6 g Na2HPO4
• 5 g NaCl
• 1 ml 1 M MgSO4
• 1 l bi-desztillált víz
• Autoklávozással sterilizáljuk az oldatot.
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5.2.2. Baktérium törzsek fenntartása
A törzseket folyékony LB tápoldatba oltva vagy szilárd LB táptalajra szélesztve 37°C-on
termosztátban tartottam fent (hosszútávon -70°C-on fagyasztva tárolhatók). Egyes esetekben
(pl. klónozásnál) a táptalajhoz antibiotikumot adtam.
Folyékony LB tápoldat összetétele
• 5 g élesztő kivonat
• 10 g Tripton
• 10 g NaCl
• 1 l bi-desztillált víz
• Autoklávozással sterilizáljuk az oldatot. Ha szükséges, lehűlt állapotban antibiotikumokat
adunk hozzá.
Szilárd LB táptalaj
• 2,5 g élesztő kivonat
• 5 g Tripton
• 5 g NaCl
• 7,5 g agar
• 1 l bi-desztillált víz
• Autoklávozással sterilizáljuk az oldatot. Ha szükséges, akkor lehűlt, de még nem
megdermedt állapotban antibiotikumokat adunk hozzá.
Folyékony SOB tápoldat
• 20 g Tripton
• 0,58 g NaCl
• 10 ml 1M MgCl2
• 5 g élesztő kivonat
• 0,19 g KCl
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• 10 ml 1M MgSO4
• bi-desztillált víz 1l-ig, majd pH-t 6,0-7,0 közé állítjuk be.
• Autoklávozással sterilizáljuk.
5.2.3. C. elegans hímek előállítása
A hímek aránya a vad típusú törzsekben és az általam használt törzsek nagy részében kevesebb,
mint 0,2 %. Ez az arány növelhető az L4 állapotú hermafrodita egyedeket hősokkolásával
35-37°C-on 45-90 percig. A kedvezőtlen körülmény következtében már az F1 nemzedékben
megnövekedik a hímek száma, az X kromoszóma szét-nem-válásának magasabb aránya
miatt Sulston és Hodgkin (1988). Az így kapott hímekkel (20-30 darab/lemez) kereszteztem
hermafroditákat (5-10 darab/lemez) a könnyebb fenntartás érdekében. E mellett a kísérletekben
olyan mutáns törzseket is használtam (pl. him-5 és him-8), ahol a kromoszóma non-diszjunkció
aránya 30% körül volt. Ezek a mutációk segítettek a törzsek keresztezésében, hogy a
kísérletekhez folyamatosan kellő számban álljanak hímek rendelkezésre.
5.2.4. Embriók preparálása
Ezt az eljárást a törzsek tisztítására vagy szinkronizálására használtam, melynek során a
lemosott állatokat egy lúgos oldatba (5M NaOH: hipó: víz = 1:2:2) raktam. 8-10 perc kezelés
után a mikrobiális fertőzések, valamint a lárvák és a felnőtt állatok lebomlanak (szétmarja őket
a lúg), és csak az embriók maradtak életben a peteburok védő hatása miatt (Stiernagle, 2006).
5.3. Életképesség vizsgálata
5.3.1. Életképesség meghatározása
Az állatok életképességének mérése során párhuzamosan 5 lemezre felnőtt hermafrodita
állatokat (5-10/lemez) tettem és 1-3 óra hosszat hagytam őket petézni a kísérletnek megfelelő
hőmérsékleten. Megszámoltam, hogy mennyi embriót raktak le, majd visszatettem őket a
termosztátba, és másnap megszámoltam a kikelt lárvákat. Ekkor még látszanak a lemezen az
elpusztult embriók is. Mivel az N2 vad típusú törzs számára kb. 6 óra szükséges, hogy a petéből
kikeljenek, ezért azok a peték, amik a lemezen maradtak, elpusztultnak minősítettem. 2-3 nap
múlva megszámoltam a felnőtt egyedek számát. Homozigóta állatoknál a peték aránya a felnőtt
40
5. Módszerek
állatokhoz ill. a lárvákhoz adja meg az életképességet, amit egyből kivonva az életképtelenséget
kapjuk meg. Vannak olyan mutációk, amelyek csak heterozigóta állapotban tarthatók fent,
ebben az esetben a kapott értéket korrigáltam. A felnőtt állatokban megszámoltam a homozigóta
egyedek számát, és a lerakott embriók negyedéhez viszonyítottam az arányokat azt feltételezve,
hogy a Mendeli arányoknak megfelelő a keletkezett genotípusú egyedek aránya.
5.4. Viselkedési kísérletek
5.4.1. Párzási viselkedés vizsgálata
A párzási viselkedés megfigyelése során szintén szűz fiatal felnőtt állatokat használtam. A
5.1. ábrán látható elrendezésben 3 cm átmérőjű NGM lemezen lévő 1 cm-es baktériumpázsit
közepére 5 db unc-51 mutáns felnőtt hermafrodita egyedeket tettem. A baktérium pázsit szélére
raktam 1 db hím állatot, majd 10 percen keresztül egy kamera segítségével Zeiss Stereolumar
mikroszkóp alatt figyeltem meg az állatok viselkedését. A kamera látószögébe a hermafrodita
állatok éppen befértek, azonban a baktérium pázsit széle nem látszott. Ez lehetőséget adott
annak az időnek a rögzítésére, hogy mennyi idő alatt ért el a hím állat a kamera látóterébe, majd
mennyi idő alatt talált meg egy hermafrodita egyedet. „Megtalálásnak” minősült, amikor a hím
állat a farkával megérintette a hermafroditát. Az állat ekkor 1-2 másodpercig nem mozdul, majd
előre és hátra csúszik. Ezt a mozdulat sort hívjuk „válasznak” (response). Ezután a hermafrodita
állat testén csúszva keresi a vulva nyílását. Amikor a hím a hermafrodita feji vagy farki végéhez
ér, akkor egy kanyart tesz, és a másik oldalon keres tovább. Amikor megtalálja a vulvát, akkor
jól láthatóan „megakad”, és párzást végez. Ekkor megállítottam a kísérletet. A vulva keresése
során elképzelhető, hogy a hím elhagyja a hermafrodita testét, ekkor egy újabb response-ra
van szükség, hogy a keresést tovább tudja folytatni. A kísérlet során a válasz, az érintés, és a
párzásig eltelt időt hasonlítottuk össze a különböző törzseknél (Loer és Kenyon, 1993; Liu és
Sternberg, 1995).
5.4.2. A párkereső elvándorlás vizsgálata
A kísérlet során egy 9 cm átmérőjű NGM táptalaj közepére egy 1 cm-es E. coli OP50 baktérium
pázsitot cseppentettem. A táplálékforrásra helyeztem az állatot (1 lemezre 1 állat), és 24 órán
keresztül figyeltem, hogy elhagyja-e a táptalajt. Amelyik kevesebb, mint 3 cm-re hagyta el a
baktérium pázsitot, azt „nem elhagyónak” ítéltem. A kísérlet végén a táptalajt el nem hagyó
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5.1. ábra. Párzási viselkedés megfigyelése. A 3 cm-es kör jelképezi az agar lemezt, rajta az 1 cm
átmérőjű baktérium pázsittal. A piros vonalak az 5 db hermafrodita állat helyét mutatja, a kék a hímét. A
zöld négyzet a Zeiss StereoLumar mikroszkópra szerelt, monitoron megjelenített kamera képét jelzi.
állatok számát ábrázoltam az idő függvényében (Lipton és mtsi., 2004). A kísérlethez szűz
állatokat használtam. Ezt úgy értem el, hogy L3 állapotban a különböző nemű egyedeket
egymástól elkülönítettem, és fiatal felnőtt korukban indítottam el a kísérleteket, ugyanis
a táplálék elhagyó viselkedés csak szűz ivarérett hímekre jellemző a vad típusú törzsben.
A törzsek összehasonlításához először Friedman with Wilcox Signed ranks Post hoc-testet
használtam a táplálékot el nem hagyók számából. Megadtam a PL (probability of leaving)
értéket is, amit a következő egyenlet alapján számoltam ki: PL :Nt/N0=exp(-PLt) értéket, ahol
Nt az adott időpillanatban elvándorolt egyedek száma, N0 a kezdeti egyedek száma.
5.4.3. Kemotaxis kísérletek
Két különböző típusú kemotaxis kísérletet végeztem el. Izoamil-alkohol (IAA) illatanyagra
adott válasz megfigyeléséhez 9 cm-es üres NGM lemezeket használtam, amelyre az
illatanyagokat és az állatokat a 5.2. ábrán látható módon helyeztem el. Az álltokat a lemez
közepére raktam. Tőlük egyenlő távolságra cseppentettem az odoránst, és negatív kontrollként
etil-alkoholt (EtOH) használtam (az izoamil-alkoholt (IAA)1:1000 arányban etil-alkoholban
hígítottam). 1 µL odoránssal együtt 1 µL NaN3-ot is cseppentettem a lemezekre, ami egy erős
idegméreg, és az állatok pusztulását okozza. Az állatok kirakása után 1 órával megszámoltam,
hogy hány állat volt az odoránsok kicseppentési helyétől 1 cm-es körzeten belül. A NaN3 kb.
eddig diffundál el az NGM táptalajban 1 óra alatt. Kemotaxis index kiszámolása: (egyedek
száma az illatanyagon - egyedek száma a kontrollon)/összes állat a lemezen (Matsuki és mtsi.,
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5.2. ábra. A kemotaxis kísérlet. A kör jelképezi a 9 cm átmérőjű agar lemezt. A lemez középpontjától
egyenlő távolságra kerül a vizsgált illatanyag (zöld kör középpontja) és a kontroll illatanyag (piros kör
középpontja). Az illatanyaggal együtt egy bénító anyag (NaN3) kerül a lemezre, ami kb. 1 cm-es körben
megbénítja az állatokat. A kék vonalak a 20 db állat kiindulási helyét mutatja.
5.3. ábra. A szex feromonra adott kemotaxis kísérlet elrendezése. A téglatest keret a tárgylemezt
mutatja, amire egy kb. 0,3 mm magas agar padot öntöttem. A lemez közepén lévő zöld kereszt mutatja
a hímek indulási pozícióját, a tőle 1,5 cm-re lévő keresztek az odoráns helyét. A kék vonalak a 20 db
hímet jelképezik. Az egyik odoránsnak C. remanei szex-feromont használtunk, kontrollnak a C. elegans
szex-feromont, vagy M9 oldatot használtam.
2006). Az adaptációs kísérlet során 8 nM IAA-ban inkubáltam az állatokat 1 órán keresztül, és
így végeztem el a fenti kísérletet (Lipton és mtsi., 2004).
A szex-feromonra adott válasz vizsgálata során egy tárgylemezre öntött NGM táptalajt
használtam (5.3. ábra). A lemez közepére 20 db állatot raktam, tőlük egyenlő távolságra pedig
C. remanei szex-feromont és C. elegans szex-feromont, ill. M9 oldatot cseppentettem, majd fél
óra elteltével kiszámoltam a kemotaxis indexet. A szex-feromont úgy hoztam létre, hogy 20-20
db fiatal felnőtt szűz C. remanei, valamint C. elegans egyedet inkubáltam 6 órán keresztül M9





Az etetéssel alkalmazott RNSi használata a gének inaktiválására (csendesítésére) a C. elegans
genetikában elterjedt módszer. Az RNSi során a csendesítendő génnel homológ 20-22
bázispár hosszú duplaszálú RNS darabok segítségével egy enzim komplex blokkolja a sejtben
található RNS-eket. C. elegans-ban, ha a sejtekbe bejuttatjuk a csendesíteni kívánt gén
szekvenciájával homológ duplaszálú RNS fragmenteket, akkor beindíthatjuk a folyamatot. A
hosszú cél-mRNS feldarabolódik 20-22 bázis hosszúságú darabokra, és sejtről-sejtre tovább
adódva minden sejtben csendesíti az adott gént. A csendesíteni kívánt génszakaszt PCR
segítségével felsokszorozzuk, majd egy IPTG-vel indukálható L4440 „feeding” vektorba (Fire
Lab, C. elegans vector kit 1999) klónozzuk, és HT115 E. coli törzsbe transzformáljuk.
A vektorban ellentétes orientációban két T7 promóter található, melyek közé klónozott
szekvencia mindkét irányba átíródik dsRNS-t képezve. A vektort tartalmazó baktérium sejtek
szelektivitásáért egy Ampr gén felelős. A baktérium a kettősszálú RNS lebontására nem képes,
mert az RNáz III-at kódoló rcn14 génben egy Tn10 transzpozon található, amely egy Tetrr gént
és egy IPTG-vel indukálható T7 polimerázt tartalmaz. Ezek együtt teszik lehetővé a vektor
szelektív működését. C. elegans sejtjei etetés során felveszik, és az idegrendszer sejtjein kívül
sejtről sejtre tovább adják a kettősszálú RNS-t.
RNSi konstrukciók elkészítése:
goa-1
Forward primer: 5’-ACG AAT CGG GAT TCA CAG-3’
Reverse primer: 5’-ACT CCT TGA GAA ACA ATC CTG-3’
termék hossza: 357 bp
gpa-16
Forward primer: 5’-AAG ACG GCG AGA ACT CAA TG-3’
Reverse primer: 5’-TCT ACC TTT CGA GCG CTT TC-3’
termék hossza: 361 bp
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A munkám során tradicionális klónozási technikákat használtam. Teljes mRNS izolálást
követően reverz transzkriptáz PCR-rel sokszoroztam a kívánt régiót, majd enzimes hasítással
klónoztam a célvektorba. Köztes lépésként T-vektort használtam. RNSi konstrukciók
tervezéséhez DNASTAR (http://www.dnastar.com/) programot használtam, illetve a primereket
a Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) programmal terveztem.
Totál RNS izolálása C. elegans-ból
• Az állatokat M9 puffer vagy desztillált víz segítségével 15 ml-es centrifuga csőbe gyűjtjük
• Centrifugálás 2000 rpm-en 1 percig
• Felülúszó leszívása
• 2 ml TRIZOL a csapadékhoz
• Jól rázzuk fel a mintát (vortex)
• Osszuk szét kisebb csövekbe 1250 µl-ként
• Inkubálás 5 percig szobahőmérsékleten (RT)
• Fúgálás 10 percig max. rpm-en
• A felülúszó átpipettázása steril centrifuga csövekbe
• 200 µl CHCl3 (kloroform), majd vortex 15 másodpercig
• Inkubáció 5 percig szobahőmérsékleten
• Centrifugálás 15 percig max. rpm-en
• A felső vizes fázist pipettázzuk át steril centrifuga csövekbe
• 500 µl isopropanol, majd vortex
• Inkubálás10 percig szobahőmérsékleten
• Centrifugálás 10 percig max. rpm-en
• A felső vizes fázist óvatosan távolítsuk el a csapadékról
• A csapadék mosása 75%-os EtOH-lal (75%-os alkohol oldat DEPC (dietil-pirocarbonát)
kezelt RNáz-mentes vízzel készítendő)
• Centrifugálás 5 percig 8000 rpm-en
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• Pipettázzuk le a felülúszót
• A csapadékot szobahőmérsékleten szárítsuk ki, kb. 5 perc
• Oldjuk be a csapadékot 20 µl DEPC kezelt vízben
• Az így készített RNS-t -70°C-on tároljuk
Az RNSi konstrukciók amplifikálása
Az elkészítéséhez Titan one tube RT-PCR kitet (Roche) használtam.
Reakcióelegy Végső koncentráció (gyártóiajánlás) Mixhez adott mennyiség (µl)
MQ víz - 12
5x RT-PCR reakció puffer 1x 5
MgCl2 0,2 mM 1,5
DTT 5 mM 2
dNTP mix 0,1 mM 1
Primer FW 20 µM 1
Primer RW 20 µM 1
Templát RNS 0,1-1 µg 1
Enzim mix 5-10U/reakció 1
PCR program:
Ciklus Hőfok (°C) Ciklus idő (sec) Ismétlés
1 reverse transzkripció 50 1800
2 előmelegítés 94 120
3 denaturáció 93 35
35x4 anneláció 59 60
5 lánchosszabbítás 72 60
6 végső lánchosszabbítás 72 420
Primer RW 20 m M 1
Templát RNS 0,1-1 µg 1
Enzim mix 5-10U/reakció 1
A PCR-t követő lépések a riporter konstrukciónál leírtak alapján készültek. A terméket
T-vektorba ligáltam, majd kék-fehér szelekció alapján vettem fel telepeket, ezeket emésztettem
(KpnI és NcoI enzimekkel), és illesztettem L4440 „feeding’ vektorba. A kész vektort először
E. coli DH5↵ sejtekbe transzformáltam, majd egy miniprep után E. coli HT115 sejtekbe.




5.5.2. Riporter konstrukciók készítése
eluIs306(pgoa-1::GOA-1::GFP ) és eluIs307(pgoa-1::mutGOA-1::GFP) konstrukciók
A klónozás alapjául a pRH21 vektor szolgált, ami tartalmaz egy fehérje fúzionáltatásra alkalmas
GFP szekvenciát, és egy unc-119 menekítő gént (5.4. ábra) A klónozás során használt primerek:
Forward primer: 5’-TTG GCG CGC CCT CGT CCA TAC TCA TTA CAG TTG C-3’
Reverse primer: 5’-ATT TGC GGC CGC AAT AAT CAC ATC GGT GAC AGC-3’
A klónozáshoz AscI és NotI enzimeket használtam. A kész vektort génpuska segítségével
juttattam be az állatokba. A pgoa-1::GOA-1::gfp(eluIs306) riporter konstrukció
felhasználásával létrehoztam egy olyan transzlációs fúziós konstrukciót (továbbiakban
pgoa-1::mutGOA-1::GFP - eluIs307), ahol a TRA-1 kötéséhez nélkülözhetetlen 9 bp-t
deletáltam a QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, #200516)
segítségével.
A mutagenezishez használt primerek:
Forward primer: 5‘-GAA TAT TTA CAG ATT GTT CGA TGT AAG ATC AGA AAG GAA
GAA GTGGAT-3‘




5.4. ábra. A pgoa-1::GOA::GFP transzlációs konstrukció DNAStar programmal megjelenített
sematikus ábrázolása. Köríven ábrázolt elemek: klónozott szekvencia, Amp R gén, pBR alapvektor
eredeti szekvenciája, unc-119(+) menekítő gén. A barna négyzetek a klónozott génben található exonokat
jelölik, barna vonal a feltételezett TRA-1 kötőszekvenciát jelöli. A kék háromszögek a gfp gén helyét
jelölik. A körív mentén a restrikciós enzimek helyét tüntettem fel.
A eluEx312 [goa-1(bs)::ppes-10::CFP], eluEx313 [mutgoa-1(-bs)::ppes-10::CFP],
eluEx319 [gpa-16(-bs)::ppes-10::CFP] és eluEx324 [javgpa-16(bs)::ppes-10::CFP]
konstrukciók
A klónozás alapjául a pPD134.96 vektor szolgált, ami tartalmaz egy embrionális minimál
promótert, ppes-10, ami a CFP fehérje kifejeződéséért felelős, a klónozó hely a promótertől
upstream helyezkedik el (5.5. ábra).
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5.5. ábra. Az eluEx12, eluEx13, eluEx19 és eluEx24 konstrukciók DNAStar programmal megjelenített
sematikus ábrázolása. A köríven ábrázolt elemek: klónozott szekvencia, ppes-10 mimimál promóter (lila
téglalap), ORF: cfp gén a benne lévő intronokkal, Amp R gén, pBR322 alapvektor eredeti szekvenciája.
A narancssárga négyzet jelöli a feltételezett TRA-1 kötőszekvenciát. A körív mentén a restrikciós
enzimek helyét tüntettem fel.
A klónozás során felhasznált primerek:
eluEX312(goa-1(bs)::ppes-10::CFP) primerek:
Forward primer: 5’-CCC AAG CTT GGG TTC CTT GAC GAC CTG GAA AG-3’
Reverse primer: 5’-AAC TGC AGC TCA TCT TCG TGC AAC ACT TG-3’
A PCR termék hossza: 300
Felhasznált enzimek: HindIII, PstI
eluEx313(mutgoa-1(-bs)::ppes-10::cCFP) primerek:
goa-1 génben lévő mutáció létrehozásához fúziós PCR használtam, a belső mutáltatott
primerekkel és a ként fent leírt külső primerek segítségével.
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Forward primer: 5’-TTG GCG GAC AAA GAT CAG AAA GGA AGA AGT GGA TTC ATT
GTT-3’
Reverse primer: 5’-TTC TGA TCT TTG TCC GCC AAC ATC GAA CAA TCT GTAA ATA
TTC A-3’
A két PCR termék hossza:140, 160 bp
eluEx319(gpa-16(-bs)::ppes-10::CFP) primerek
Forward primer: 5’-CCCA AGC TTG GGG GCC GGC TAC TAT CTG AGC-3’
Reverse primer: 5’-AAC TGC AGA ATC GCA CCG TCT GAC AAT C-3’
A PCR termék hossza: 390 bp
Felhasznált enzimek: HindIII, KpnI
eluEx324(javgpa-16(bs)::ppes-10::CFP) primerek
gpa-16 génben a TRA-1 kötőhely visszaállításához szintén fúziós PCR-t használtam. A
felhasznált belső primerek
Forward primer: 5’-TGG GAG GTC AGC GAT CCG AAC GAA AAA AAG TGG ATT CAT
TGC TTC GAA G-3’
Reverse primer: 5’-TTT TTT CGT TCG GAT CGC TGA CCT CCC ACG TCG AAA ACC
CTG AAT TTC-3’
A két PCR termék hossza: 280, 110 bp
A munkám során tradicionális klónozási technikát használtam. Genomi DNS izolálást követően
PCR-rel sokszoroztam fel a kívánt régiót, majd enzimes hasítással klónoztam a célvektorba.
Köztes lépésként T-vektort használtam.
Genomi DNS izolálása C. elegans-ból
A genomi DNS izolálását fenol/kloroform/izopropanol módszerrel végeztem el.
• Kb. 20 lemeznyi N2 állatot lemosása, majd 1500 rpm-en a centrifuga cső aljára ülepítés
• 300-300 l végtérfogatot használva két centrifuga csőbe pipettáztam




• 500 µl WLB-t (worm lysis buffer) + 3-5 µl Proteinase K-t (20 mg/ml) (Thermo Fisher
Scientific, #EO0491) – inkubálás 65°C-on 2-5 órán át, 20 percenként vortexelni
• 500 µl fenol max. rpm 4°C-on 5 percig centrifugálás
• vizes felülúszót új centrifuga csőbe pipettázni
• 500 µl fenol/kloroform/izopropanol – óvatosan összerázni, majd max. rpm-en
centrifugálás 5 percig
• felülúszót új centrifuga csőbe pipettázni
• 500 µl kloroformot adni az oldathoz, óvatosan összerázni, majd max rpm-en 5 percig
centrifugálás
• 900 µl abs. etanol + 30 µl 3M (pH=5,2) Na-acetát, az oldatot 15 percig -70°C-on (vagy
min. 1 órát -20°C-on) inkubálni, majd max. rpm-en 5 percig centrifugálás
• Az alkohol leszívása után a csapadékot mosni 400 µl 70%-os etanollal
• Leszívni a csapadékról, majd szárítani, és visszaoldani
• 30-100 µl DNáz-mentes vízben 5-10 perc inkubálás 60°C-on
• Az így elkészített oldatot a felhasználásig 4°C-on tárolni.
WLB-t (worm lysis buffer) összetétele
• 20 mM Tris (pH=7,5)
• 50 mM EDTA




Az amplifikáláshoz az Expand Long Template PCR System kit-et (Roche, #11681834001)
használtam a gyártói ajánlások alapján.
51
5. Módszerek
Reakcióelegy Végső koncentráció (gyártóiajánlás) Mixhez adott mennyiség (µl)
MQ víz - 27,5
10x PCR Puffer MgCl2-dal 1x 5
dNTP mix 0,5 mM 5
Primer FW 0,3 nM 10
Primer RW 0,3 nM 10
Templát DNS akár 500ng 1
Expand Long Template
Enzim mix 5U 1
PCR program:
Ciklus Hőfok (°C) Ciklus idő (sec) Ismétlés
1 előmelegítés 92 120
2 denaturáció 92 10
10x3 anneláció 56 30
4 lánchosszabbítás 68 600
5 denaturáció 92 15
20x6 anneláció 56 30
7 lánchosszabbítás 68 620
8 végső lánchosszabbítás 68 7
eluIs307(pgoa-1::mutGOA-1::GFP) konstrukció
A mutáns konstrukciókat QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies, # 200516) segítségével hoztam létre a gyártó által megadott protokoll szerint.
Reakcióelegy Végső koncentráció(gyártói ajánlás)
Mixhez adott mennyiség
(µl) Ismétlés
MQ víz - 19
10x Reaction puffer 1 x 5
10xdNTP mix 0,2 mM 1
QuikSolution 1x 3
Primer FW 125 ng 5
20xPrimer RW 125 ng 5







Ciklus Hőfok (°C) Ciklus idő (sec) Ismétlés
1 előmelegítés 95 60
2 denaturáció 95 50
18x3 anneláció 60 50
4 lánchosszabbítás 68 6000
5 végső lánchosszabbítás 68 7
A PCR terméket DpnI-es emésztéssel tisztítottam meg a templát DNS-től (a baktérium
által szintetizált DNS Dam-metilált, míg a PCR-ben szintetizált mutáns DNS nem). A kész
konstrukciókat először AscI-Not1 emésztéssel agaróz gélen való futtatással, majd egy cég által
végzett szekvenálással ellenőriztem.
A eluEx312 [goa-1(bs)::ppes-10::CFP], eluEx313 [mutgoa-1(-bs)::ppes-10::CFP],
eluEx319 [gpa-16(-bs)::ppes-10::CFP] és eluEx324 [javgpa-16(bs)::ppes-10::CFP]
konstrukciók
A PCR-hez Fermentas High Fidelity PCR Enzyme Mix (#K0191) kitet használtam. A
konstrukcióknál ugyanazt a mix összetételt használtam, ugyanazzal a PCR beállítással. Az
eluEx313 és eluEx324 konstrukciók esetében két lépésben készítettem el a végső terméket.
Előszőr a szélső primereket használtam a belső primerekkel, majd a két templátot együtt
használva egy harmadik PCR-t készítettem a külső primerek segítségével.
Reakcióelegy Végső koncentráció (gyártóiajánlás) Mixhez adott mennyiség (µl)
MQ víz - 15
10x High Fidelity PCR
puffer MgCl2-dal 1x 2,5
dNTP mix 0,2mM 1
PrimerFW 0,2-1µM 2
Primer RW 0,2-1µM 2
TemplátDNS 0,1-1µg /50µl 2 (fúziós PCR esetén 1-1)
High Fidelity PCR enzim
mix 1,25-2,5µl/ 50µl 0,5
PCR program:
Ciklus Hőfok (°C) Ciklus idő (sec) Ismétlés
1 előmelegítés 94 120
2 denaturáció 94 15
35x3 anneláció 59 30
4 lánchosszabbítás 72 60
5 végső lánchosszabbítás 72 300
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A PCR termékeket 0,8%-os agaróz gélen futtattam.
Agaróz gél összemérése (50ml):
• 0,4 g Agaróz
• 50 ml 1xTBE
• 3 µl EtBr
5 x TBE oldat összemérése:
• 23,5 g Tris
• 13,65 g bórsav
• 9,3 g EDTA
• 400 ml desztillált víz
• kb. 10 g NaOH a pH beállításához ! pH=8,3-ra
Fragment izolálása agaróz gélből QIAquick Gel Extraction Kit-tel (QIAGEN, #28704)
A megfelelő fragmentet a gélből steril szike segítségével vágtam ki, majd a kit leírása alapján
végeztem a tisztítást.
• 300 µl QG puffer 100 mg gél darabhoz
• inkubálás 50°C-on kb. 10 percig (amíg a gél fel nem oldódik)
• 100 µl izopropanol (100 mg gélhez)
• Átmérni AlQuick oszlopra, majd centrifugálás max. rpm-mel 1 percig
• Az átfolyt oldat eltávolítása
• Az oszlop mosása 500 µl QG pufferrel, centrifugálás max. rpm-mel 1 percig
• Az átfolyt oldatot eltávolítása
• Az oszlop mosása 750 µl QG pufferrel, centrifugálás max. rpm-mel 1 percig
• Az átfolyt oldatot eltávolítása
• Centrifugálással az oszlop szárítása max. rpm-mel 1 percig
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• Az oszlop áthelyezése egy steril csőbe, 30 µl MQ víz, centrifugálás, max. rpm-mel 1
percig
A tisztított fragmenteket T-vector-ba ligáltam (Fermentas)
• 4 µl inszert DNS
• 1 µl T-easy vektor
• 3,5 µl MQ víz
• 1 µl buffer (10x)
• 0,4 µl T4 ligáz
• inkubálás 22°C-on 20 percig
Kompetens sejtek készítése és vektorok transzformálása
• A vektorok felszaporításához E. coli DH5↵ és/vagy HT115 sejteket használtunk. A
sejteket Z competent kit (Zymogen, #T3002) segítségével tettem kompetensé.
• LB tápoldatban növesztett baktérium kultúrából 0,5ml oltása SOB oldatba
• 150-250 rpm-en rázatva növesztés OD600nm=0,4-0,6 koncentrációig
• sejtkultúra inkubálása jégen 10 percig
• Centrifugálás 4°C-on, 4300 rpm-en, 10 percig
• Felülúszó eltávolítása
• 5 ml jéghideg 1 x Wash Buffer-t, óvatos szuszpendálás
• Centrifugálás, majd a felülúszó eltávolítása
• 5 ml jéghideg 1 x Competent Buffer-t, óvatos szuszpendálás
• A kész sejtek 200 µl-enként steril centrifuga csövekbe osztva -70°C-on felhasználásig
tárolható
Transzformálás menete:
• 200 µl kompetens sejthez adjunk 2-3 µl ligátumot, majd hősokkoljuk 38°C-on 1 percig,
ezután szélesszük a megfelelő antibiotikumot tartalmazó lemezre
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Plazmid DNS izolálása baktériumból
• A felszaporított plazmid DNS izolálása baktérium sejtekből a Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System kit (Promega, #A1330) segítségével a gyártó által ajánlott
protokoll szerint
• A szilárd táptalajról a telepeket oltsuk folyékony LB tápoldatba, majd növesszük egy
éjszakán keresztül 37°C-on
• 1-10 ml sejtszuszpenzió centrifugálása 14000 rpm-en 5 percig
• Felülúszó eltávolítása
• 250 µl Cell Resuspend Solution-ban a csapadék szuszpendálása
• 250 µl Cell Lysis Solutiont + 10 µl Alkaline Protease Solution hozzáadása
• Inkubáljás 5 percig szobahőmérsékleten
• 350 µl Neutralization solution hozzáadása, majd centrifugálás max. rpm-en 1 percig
• A felülúszó rámérése az oszlopra, majd centrifugálás max. rpm-mel 1 percig
• Átfolyt oldatot eltávolítása
• 750 µl Wash Solution hozzadása, centrifugálás max. rpm-en 1 percig
• 750 µl Wash Solution hozzadása, centrifugálás max. rpm-en 1 percig
• Távolítsuk el az átfolyt oldatot, majd újabb 1 perc centrifugálással szárítsuk az oszlopot
• Oszlop áthelyezése egy steril centrifuga csőbe, 30 µl MQ víz hozzáadása, centrifugálás
max. rpm-mel 1 percig
A tisztított fragmenteket és vektorokat Thermo Fisher Scientific enzimet használtam, a
gyártói protokoll ajánlása szerint.
• 21,5 µl DNA / 1 µl plazmid + 20,5 µl MQ víz
• 2,5 µl puffer




• A ligálást T4 DNS ligázzal (Thermo Fisher Scientific, #EL0016) végeztem a gyártó által
ajánlott protokoll szerint
• 3 µl emésztett inszert DNS
• 1 µl emésztett vektor pPD134.96
• 1 µl 10 x T4 DNS ligáz puffer
• 1 µl T4 DNS ligáz
• 4 µl MQ víz
• inkubálás 22°C-on 20 percen át.
A ligálást követően a vektorokat E. coli DH5 alpha sejtekbe transzformáltam. Felnőtt telepeket
leoltottam, majd miniprepet készítettem. Az így kapott tisztított plazmid DNS alkalmas
-70°C-on való tárolásra és/vagy C. elegans-ba történő transzformálásra (a vektorokat minden
esetben emésztéssel ellenőriztem).
5.5.3. Genotipizálás egyedi állatból (Single Worm PCR)
Doktori munkám során felhasznált mutánsok között több is akadt, ami fenotípusosan nem
elkülöníthető. Ezért a keresztezések során ezeket a mutációkat ún. egyedi állat PCR-rel
ellenőriztem (Barstead és mtsi., 2012). A kísérlet során az állatokat egyesével lizáltam, majd
a PCR mixhez ebből a lizátumból mértem, mint DNS templát. A gpa-16 gén 2 alléljára és a
tra-1 (e1575 gf) alléljára használtam ezt a technológiát.
A gpa-16(ok2349) allél egy kb. 1700 bp deléció. A C. elegans Gene Knockout Consortium
által közétett primereket használtam (Barstead és mtsi., 2012). A deléciót összesen 2 primer pár
fogja át, melyből a jobb belső primer a delécióba esik. A belső primerek PCR terméke 3358 bp
hosszú.
Külső forward primer: 5’-AGC GAA ACG AAG ATC CAA GA-3’
Külső reverse primer: 5’-ATT CGT GAT CGA GTG TGG TG-3’
Belső forward primer: 5’-AGC GAA ACG AAG ATC CAA GA-3’
Belső reverse primer: 5’-ATT CGT GAT CGA GTG TGG TG-3’
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A gpa-16(it43) allél egy pontmutáció (T!A). A primereket (Liu és mtsi.,
1997; Ye, 2001) alapján terveztem meg az általuk közzétett online felületen
(www.cedar.genetics.soton.ac.ukpublic:htmlprimer1.html). A PCR során két belső primer
specifikus a pontmutációra, és két különböző hosszúságú terméket hoznak létre. A külső
primerek által létrehozott termék 203 bp, a T variánsé 108 bp, az A variánsé 149bp hosszú.
Külső forward primer: 5’-ATC AAG ACA ACA GGA ATC GTG GAG ACG C-3’
Külső reverse primer: 5’-CTG ACA GTG CAA CGC AGA AAA TGA GTG C-3’
Belső forward primer: 5’-CGC CGA AAT TCA GGG TTT TCG ACG TAG T-3’
Belső reverse primer: 5’-ACT TTT TTC GTT CGG ATC GCT GTC GGT-3’
A tra-1(e1575) allél egy pontmutáció (A!G). A primereket (Liu és mtsi.,
1997; Ye, 2001) alapján terveztem meg az általuk közzétett online felületen
(www.cedar.genetics.soton.ac.ukpublic:htmlprimer1.html). A PCR során két belső primer
specifikus a pontmutációra, és két különböző hosszúságú terméket hoznak létre. A külső
primerek által létrehozott termék 797 bp, a A variánsé 305 bp, az G variánsé 502bp hosszú.
Külső forward primer: 5’-TCG GCA GAA TTT GGA ATT TC C-3’
Külső reverse primer: 5’-TTT CGG ATT TTT CCA GCA AA C-3’
Belső forward primer: 5’-CCG TCA CAT CAA ACT TTG ATC A T-3’
Belső reverse primer: 5’-GCT CAG CTG CAG AGG CTC-3’
A PCR-ekhez Taq DNA polimeráz rendszert használtam (Fermentas). A protokoll kivitelezhető
DreamTaq rendszerrel is (ekkor a MgCl2 komponenst el kell hagyni).
Mix összetétele
• 1,5 µl Taq puffer + KCl
• 2-2 µl primer outerL+ outer R, inner Left + inner Right
• 0,3 µl dNTP mix
• 4,5 µl MQ víz
• 0,9 µl MgCl2
• 0,15 µl Taq polimerase
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• 5 l lizátum
PCR program
Ciklus Hőfok (°C) Ciklus idő (sec) Ismétlés
1 előmelegítés 95 120
2 denaturáció 94 30
40x3 anneláció 58-60 30
4 lánchosszabbítás 72 180
5 végső lánchosszabbítás 72 600
5.5.4. Transzgenikus C. elegans törzsek létrehozása
A transzgéneket biolitikus (ko)transzformációval juttattuk az állatokba PDS H1000/He
(BioRad) génpuskát használva (Praitis és mtsi., 2001; Evans, 2006). A riporter gént
hordozó plazmidot aranyszemcsére kötjük, majd a génpuska segítségével az állatba
juttatjuk. Az általam készített konstrukciók esetében az eluIs306 és eluIs307 plazmidok
hordoznak egyunc-119(+)menekítő gént. A transzformálás során unc-119 (ed3) (paralizált,
mozgásra alkalmatlan) mutáns állatokat használunk, így könnyen azonosítható a mozgó,
transzformált egyedek. Az eluEx312, eluEx313, eluEx319 és eluEx324 konstrukciók esetében
kotranszformálást végeztem. A riporter konstrukcióval együtt a pRH21 vektort is bejuttattam,
ami a menekítő gént tartalmazza. Minden esetben szekvenálással ellenőriztem, hogy az
állatok valóban tartalmazzák-e a transzgént, illetve, hogy mindkét transzgént tartalmazzák-e. A
transzgén vagy extrakromoszómális lesz (lásd eluEX), ekkor mozaikos világítást tapasztalunk,
vagy integrálódhat a genomba (lásd eluIs), ekkor a transzgén által meghatározott sejtekben
következetesen jelen van, és az utódokba is továbbadódik.
C. elegans törzsek transzformálása
DNS előkészítése:
• 35-50 mg 1µm arany szemcse kimérése (Biorad) szilikonnal bevont mikrocentrifuga
csőbe
• Mosás 1ml 70%-os alkohollal. 15 mp ülepítés, majd pipettázzuk le a felülúszót
• 3x mossás 1 ml steril vízzel, 15 mp után távolítsuk el a felülúszót




• Vortex 5 percig, majd 100 µl oldat hozzáadása 3 külön csőbe (vigyázzunk rá, hogy a
pipettázás során a szemcséket oldatban tartsuk)
• Mindegyik csőhöz adjunk
• 10 µl DNS (1mg/ml)
• 100 µl 2,5 M CaCl2
• 40 µl 0,1 M spermidint
• Vortexel 2 percig, leülepítés, és felülúszó eltávolítása
• Mosás 280 µl 70%-os alkohollal (forgatással), ülepítés, felülúszó eltávolítása
• Mosás 280 µl 100%-os alkohollal (forgatással), ülepítés, felülúszó eltávolítása
• 96 µl abs. alkohol hozzáadása, óvatosan keverjük fel, az így készült preparátum készen
áll a lövésre
Állatok előkészítése
• Kb. 9-10 nap alatt növesszünk fel unc-119(ed3)mutáns állatokat peptonnan dúsított
lemezen NA22 baktériumon tartva. Hagyjuk, hogy az állatok 2-3 napot éhezzenek, így
főleg L1 lárvák lesznek a lemezen. M9 pufferrel mosva őket, újabb 6-7 lemezre tegyük át
őket, majd hagyjuk leéhezni, így L1 stádiumú állatokat kell főleg kapjunk. Kb. 9 nap után
mossuk le a lemezeket M9 pufferrel, majd 60 lemezre osszuk szét az állatokat. Kb. 2,5-3
nap növesszük 20°C-on, majd 2 napot 25°C-on, míg fiatal felnőtt állatokat nem kapunk.
• Ezek után készítsük elő a DNS-t a lövéshez
• Mossuk le a 60 lemezről az állatokat egy 50 ml-es centrifuga csőbe
• Alacsony fordulaton kb. 1 perc alatt gyűjtsük a cső aljára
• Mossuk M9 pufferrel addig, amíg a felülúszó teljesen tisztává nem válik, majd mérjük
őket egy 15ml-es centrifuga csőbe
• 1 perc centrifugálás után kb. 2-4 ml állatot kell kapjunk, távolítsuk el a felülúszót és
vegyük fel 10 ml M9 pufferben




• Szárítsuk le kb. 15 perc alatt
• Készítsük elő a génpuskát (He tartály megnyitása, lövés izopronalollal)
• Macrocarriere-ket helyezzük a hepta-adaptorra
• Vortexeljük nyitott tetővel, majd gyorsan 6 µl preparátumot pipettázzunk egy
macrocarrierre, ezt ismételjük meg mindegyik tartályhoz
• Helyezzünk egy izopropanolban áztatott rupter disk-et a gépbe, fixáljuk
• Helyezzük a stopping screen-t a macrocarrier tartályba
• Helyezzük a gépbe az állatokkal teli lemezeket (fedetlenül)
• Légtelenítsük a gépet, majd a Fire gomb megnyomásával lőjünk
• Ismételjük meg a további 6 lemez esetében
• Az állatokat mossuk M9 segítségével, majd kb. 80 darab peptonos, nisztatinos lemezre
szélesszük 1ml-enként
• Helyezzük 25°C-os termosztátba, és kb. 10 nap múlva kezdjük el átnézni a lemezeket
transzformáns állatokra szelektálva
5.5.5. Electro Mobility Shift Assay (EMSA)
A kísérlet során DNS-fehérje kölcsönhatásokat vizsgáltam. Az EMSA a fehérjék azon
tulajdonságain lapszik, hogy eltérő méretűek, súlyúak és töltésűek, és ennek megfelelően
az elektroforetikus mobilitásuk eltér egy gélmátrixban. Egy DNS-fehérje komplex esetén a
DNS-t kötő fehérje meghatározott módon mozog az elektromos feszültség hatására, általában
lassabban, mint a szabad DNS, így eltolódást mutat a gélen a jelölt DNS (shift). Az EMSA
érzékeny módszer a DNS-fehérje kölcsönhatások kimutatására, így használható kvantitatív és
kvalitatív mérésekre egyaránt (Gaudreault és mtsi., 2009). Munkánk során Hargitai Balázs
kollégámmal csak kvalitatív kimutatásra használtam. Szintetikusan előállított, kb. 40 bp hosszú
kettősszálú oligonukleotidot alkalmaztunk. A TRA-1 fehérjét retikulocita lizátum segítségével
in vitro transzkripció és transzláció során állítottuk elő, amelyet utána nem tisztítottunk, így
az esetleges nem-specifikus kölcsönhatással is számolni kellett. Az oligonukleotidokat P32-es
izotóppal jelöltük. Ezután a lizátum/fehérje keveréket inkubáltuk a jelölt oligoukleotiddal, majd
nativ poliakrilamid gélen futtattuk 180V-tal. A gélen való futás után a sugárzásra érzékeny
filmen volt detektálható a jel. A kísérlet során felhasznált oligonukleotidok szekvenciája.
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goa-1 génben lévő TRA-1 kötőhely:
5’-GGG GGT ACA GAT TGT TCG ATG TGG GAG GTC AAA GAT CAG A-3’
goa-1 génben lévő elrontott TRA-kötőhely:
5’-GGG GGT ACA GAT TGT TCG ATG TGG GAA CCG AAA GAT CAG A-3’
gpa-16 génben nem lévő TRA-1 kötőhely:
5’-GGG GGT TCA GGG TTT TCG ACG TTG GCG GAC AGC GAT CCG-3’
gpa-16 génben lévő „javított” TRA-kötőhely:
5’-GGG GGT TCA GGG TTT TCG ACG TGG GAG GTC AGC GAT CCG-3’
xol-1 promóter, TRA-1 kőtőhely:
5’-GGG GGC CCC TGT AAG ACC ACA CAC GAC GAA AAC CTC TTG TT-3’
mutáns xol-1 promóter, TRA-1 kötőhely:
5’-GGG GGC CCC TGT AAC GGT ACA CAC GAC GAA AAC CTC TTG TTG GGG ACA
TT-3’
A kék szín jelöli a poly G szekvenciát, amihez a láncjelölés során kapcsoltam a 32P-dCTP-t. A
piros bázisok a TRA-1 kötőhely fontos bázisai. A sárga szín jelöli a kicserélt bázisokat.
Felhasznált oldatok
• EDTA 100 ml pH=8
– 9,305 g EDTA
– circa 1,5 g NaOH
– kiegészíteni 100 ml-re MQ vízzel
• TBE 10 x 1l
– 108 g Tris
– 55 g Borsav
– 40 ml EDTA pH=8
– kiegészíteni 1l-re Bi-deszt. vízzel
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• 1 M 50 ml KCl
– 3,725 g
– 50 ml MQ víz
• 1 ml 50 mM ZnSO4
– 25 µl 2M ZnSO4
– 1ml-re kiegészíteni MQ vízzel
• 50 ml 0,1 M Hepes
– 5 ml 1 M Hepes oldat
– 50ml-re kiegészíteni MQ vízzel
Fehérje szintézis
TNT T7 Coupled Reticulocyte Lysate System, Trial Size 8 reactions L4611
• 0.5 µl-es csőbe mérjük össze a következő reagenseket 4°C-on (jégen)
– 12,5 µl TNT 50% rabbit Reticulocita lysate
– 1 µl TNT Reakcion buffer
– 0,5 µl TNT RNA Polimerase (SP6, T3 or T7; 1 µl)
– 0,5 µl Aminosav keverék Met nélkül, 1 mM
– 0,5 µl Aminosav keverék Leu nélkül, 1 mM
– 0,5 µl RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 u/µl),
– 1 µl DNS templát (0,5 µg/µl)
– 8,5 µl Nuclease free víz, hogy 25 µl végtérfogatot kapjunk
– Inkubáljuk a reakciót 30°C-on 90 percig.
– Az így elkészített fehérje -20°C-on eltartható felhasználásig
• oligonukleotidok anneálása
– 40 µl of 1 µM/µl oligo1
– 40 µl of 1 µM/µl oligo2
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– 9 µl of 10 x TE pH=8
– 1µl mQ víz
– inkubáljuk 70°C-on 10 percig
– hagyjuk szobahőmérsékleten lehűlni (kb. 60 perc)
– további használatig -20°C-on eltartható
Oligonukleotidok jelölése ↵32P-dCTP -vel
• Mérjük össze a következő komponenseket
– 1,5 µl anneált oligonukleotidok (>0,5 µg)
– 3 µl 10 x Nick buffer
– 4 µl ↵32P-dCTP (3000Ci/mmol)
– MQ víz ! 30 µl-re
– 0,5µl NEB enzim
• inkubáljuk 30 percig szobahőmérsékleten
• a folyamatot állítsuk le hőinaktivációval 70°C-on 10 percig
• gél filtráljuk Sephadex G25 oszlop használatával
• rázzuk össze az oszlop tartalmát
• törjük le az alját, nyissuk ki a kupakot, majd helyezzük egy centrifuga csőbe
• centrifugáljuk 1000 rcf-fel 1 percig
• helyezzük át egy másik centrifugacsőbe
• mérjünk 1 µl rádióaktív próbát az oszlopra
• centrifugáljuk 1000 rcf-fel 1 percig
• 1 µl átfolyót mérjünk 1ml szcintillációs koktélba
• A minták rádióaktivitását mérjük meg, majd a szűrt mintákat hígítsuk 40000 cpm/ µl-re
64
5. Módszerek
Natív poliakrilamid gélfuttatás, autoradipgráfia
• 4%-os poliakrilamid gél készítése
– 12 ml of 30% acrylamid:bis acrylamid (29:1)
– 9 ml 5x TBE buffer
– egészítsük ki 90 ml-re
– 900 µl 10% APS
– 70 µl TEMED
• hagyjuk polimerizálódni kb. 30 percig
• végezzünk egy 30 perces előfuttatást
Minták előkészítése
• 20 µl BufferE ! összemérése
– 20 mM HEPES (pH=7.9)/10 ml : 2ml
– 20 % (v/v) glycerol/10 ml : 2 ml
– 0,1 M KCl/10ml: 1ml
– 0,2 mM EDTA/10 ml-hez: 4µl (0,5M)
– 0,5 mM DTT – frissen hozzáadni / 10 ml:5 µl (1M)
– Proteáz Inhibitor (Complete Mini, 1 tabletta 10 ml-hez)
– 0,1 % NP40 (Nonidet p40 = igepal CA-630) / 10 ml:10 µl
– 50 µM ZnSO4/10 ml:10 µl (50 nM)
• 0,5 µl 200 ng Poly(dIdC)
• 3 µl protein/lysate
• 2 mg/ml acetilált BSA (NEM, purified BSA)
• inkubáljuk 5 percig
• adjuk hozzá a jelölt próbát (40000 cpm) és folytassuk az inkubálást 25 percig jégen
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• vigyük fel a mintákat a gélre és szobahőmérsékleten 0,5x TBE oldatban futtassuk
150V-180V-on
• Wattman papír és celofán között szárítsuk a gélt 80°C-on vákuum alatt kb. 2 órán át
• filmet helyezzük a gélre egy éjszakán át -80°C-on, majd előhívjuk
A kísérletek során Kodak XAR röntgenfilmet használtunk. Az ↵32P-dCTP-t és az  -35S-
dATP-t az Izotóp Intézet Kft. szállította.
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6.1. A szex-determinációs génkaszkád a goa-1 génen keresztül
szabályoz hím-specifikus viselkedési mintázatokat
6.1.1. Konzervált TRA-1 kötőhely a goa-1 kódoló régóban
Kutatócsoportunk legalább 42 új konzervált TRA-1 kötőhelyet határozott meg a C. elegans
genomban. Ezek közül az egyik a goa-1 gén 5. exonjában található (6.1. ábra). A kötőhely
megtalálható a C. briggsae goa-1 génben is, ami a kötőhely konzerváltságára utal. Az exoni
kötőhely különösnek tűnhet, azonban az eddig ismert TRA-1 célgének esetében a TRA-1
kötőhely helyzete az ATG szekvenciához viszonyítva igen változatos. Az egl-1 gén esetében a
start kodontól 5,6 kb-nyira downstream található (Conradt és Horvitz, 1999), amab-3 esetében a
start kodontól 1,3 kb-nyira upstream (Yi és mtsi., 2000), a xol-1 esetében pedig a start kodontól
150 bp-nyira upstream (Hargitai és mtsi., 2009). Mára már az is széles körben elfogadottá
vált, hogy bizonyos transzkripciós faktorok exoni szekvenciákhoz is köthetnek, ezt a jelenséget
nevezik duális kódolásnak (Stergachis és mtsi., 2013).
6.1. ábra. Konzervált TRA-1 kötőhely a goa-1 kódoló régióban. A: Egy konzervált TRA-1 kötőhely
található a goa-1 génben. B: A kötőhely módosult a gpa-16 gén paralóg szekvenciájában. Fekete
téglalapok exonokat, a vonalak az intronokat jelölnek. A nyíl az ATG szekvencia helyét mutatja. Piros
betűk identikus szekvenciákat jelölnek, a kék betűk konzervált szekvenciákat jelölnek. Az aláhúzott
betűk megváltozott szekvenciákat jelölnek. Érdekes módon a gpa-16 szekvenciában a kötőhely úgy
változott meg a paralóg goa-1 szekvenciához képest, hogy a két gén ezen szakasza továbbra is azonos
aminosavakat kódol (ez a genetikai kód degeneráltságából ered).
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A goa-1 gén egy G-fehérje ↵ alegységet (GOA-1) kódol, ami embrionális korban az
aszimmetrikus sejtosztódás kialakításában redundánsan együtt működik a GPA-16-tal, ami
szintén egy G-fehérje ↵ alegység. Ezért megvizsgáltuk a gpa-16 homológ genomi környezetét
is, és 3 bázisnyi eltérést tapasztaltuk a konzervált paralóg szekvenciában (6.1. ábra, B panel).
Ez a 3 eltérő bázis a TRA-1 kötés szempontjából nélkülözhetetlen (tehát egy mutált TRA-1
kötőhely), azonban a kódolt aminosav szekvenciát nem változtatja meg (a GOA-1 és a GPA-16
ebben a paralóg szakaszban identikus aminosavakat tartalmaznak). Ez a DNS szekvenciában
megfigyelhető különbség a C. briggsae goa-1 és gpa-16 génekben is megtalálható (6.1. ábra).
Ez megerősíti azt a feltevést, hogy ez az in silico prediktált TRA-1 kötőhely élettani funkcióval
bír.
6.1.2. A TRA-1 in vitro köt a goa-1 gén 5. exonjában található
szekvenciához
In vitro gélretardációs (EMSA) elemzéssel igazoltuk (6.2. ábra), hogy a TRA-1 fehérje köt
a goa-1 genomi régiójában prediktált szekvenciához, azonban nem köt a gpa-16 homológ
szekvenciájához.
6.2. ábra. A TRA-1 in vitro köt goa-1 gén 5. exonjában található szekvenciához. A kísérlet során 40.
bázis hosszúságú oligonukleotidokat használtunk. A goa-1 oligo az in vitro szintetizált TRA-1 fehérjével
kötést hoz létre (5. oszlop), míg ha 3 bázispárt mutáltatunk, akkor a kötés nem jön létre (7. oszlop). A
gpa-16 oligoval nem tud kötést létrehozni a TRA-1, de ha 3 bázist kicserélünk, így a szekvencia egyezni
fog a goa-1-ével- akkor létre jön az oligo-fehérje komplex. A kísérletben mab-3 oligot használtunk
pozitív kontrollként.
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A kísérletben egy kb. 40 bázis hosszú oligonukleotidot használtunk és in vitro szintetizált
TRA-1AB fehérje komplex-szel inkubáltuk, pozitív kontrollként mab-3 oligot használtunk.
A TRA-1 a goa-1 szekvenciával kötést alakított ki, míg a mutáltatott szekvenciával nem.
Hasonlóan a gpa-16 szekvenciához nem tudott kötni, ha azonban a gpa-16-ban 3 bázist
megváltoztattunk (kijavítva a kötőhely), és ezzel goa-1 szekvenciát kaptunk, akkor a kötés
szintén létrejött.
6.1.3. A goa-1 kódoló szekvenciában azonosított konzervált TRA-1
kötőhely in vivo expressziós vizsgálata.
Az EMSA kísérlet megerősítéséhez in vivo vizsgálatokat is elvégeztem. Először olyan
riporter génkonstrukciókat hoztam létre, amelyekben egy embrionális minimál pes-10 promóter
vezérelte a goa-1 kódoló régióban azonosított TRA-1 kötőhelyet (20 bp) plusz 300 bp azt
körülvevő kódoló régiót, egy riporter gént működtetve [goa-1(bs)::ppes-10::CFP; 6.3. ábra]
. A gén bejuttatásához a pPD134.96 vektort (A. Fire Lab, C. elegans vector kit, 1999)
használtam. Ez tartalmazta a pes-10 minimál promótert és egy cfp (ciano fluorescent protein)
riporter gént (5.5. ábra). A TRA-1 kötőhely mutálásához fúziós PCR technikát használtam
[goa-1(bs)::ppes-10::CFP]. A gpa-16 azonos homológ genomi szakaszát felhasználva
is készítettem egy hasonló konstrukciót [gpa-16(-bs)::ppes-10::CFP], illetve annak egy
mutáltatott verzióját [javgpa-16(bs)::ppes-10::CFP ], amelyben helyreállítottam a goa-1-ben
azonosított konzervált TRA-1 kötőszekvenciát. Az elkészített goa-1(bs)::ppes-10::CFP
konstrukciót (eluEx312) unc-119 mutáns állatokba transzformálva nem detektáltam expressziót
a transzgenikus vonalakban (6.3. ábra, A1 panel). A pes-10 minimál promóter egy embriókban
aktív promóter, hipotézisünk szerint a TRA-1 a célszekvenciát gátolja, így azt várjuk, hogy
a transzgént hordozó állatokban nem kapunk jelet. A transzgént egy menekítő unc-119(+)
konstrukcióval együtt juttattam az állatokba, ami az unc-119(-) mutánsok paralizált Unc
fenotípusát menekítette. tra-1 RNSi alkalmazásával azonban az állatokban megjelent az
embrionális expresszió (6.3. ábra, A2 panel), vagyis a transzformálás sikeres volt és az
expresszió hiányát a TRA-1 kötése okozhatta.
Annak igazolására, hogy a TRA-1 a prediktált kötőhelyen keresztül fejtette ki gátló hatását,
elkészítettem egy mutgoa-1(-bs)::ppes-10::CFP (eluEx313) konstrukciót is, amelyben 3 db
pontmutációt hoztam létre a TRA-1 kötőhelyben (6.3. ábra, A panel), a szekvencia így
megegyezik a paralóg gpa-16 szekvenciájával. A transzgén embrionális expressziót mutatott
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(6.3. ábra, A3 panel), vagyis a sejtekben jelen lévő TRA-1 nem tudta gátolni a riporter
konstrukciót. .
6.3. ábra. A goa-1 kódoló szekvenciában azonosított konzervált TRA-1 kötőhely in vivo
expressziós vizsgálata. A: 1. kép a goa-1(bs)::ppes-10::CFP transzgén (eluEx312) nem mutat
expressziót embriókban. 2. kép: tra-1 dsRNS-sel kezelt állatokban megjelenik az expresszió.
3. kép: A mutgoa-1(-bs)::ppes-10::CFP (eluEx313) konstrukció expresszálódik embrionálisan. B:
1. kép a gpa-16(bs)::ppes-10::CFP (eluEx319) transzgén expresszálódik embriókban. 2. kép: a
javgpa-16(bs)::ppes-10::CFP (eluEx324) transzgén nem mutat expressziót embriókban. 3. kép: tra-1
dsRNS-sel kezelt állatokban megjelenik az eluEx324 konstrukció expressziója. Fehér nyilak embriókat
jelölnek, a fehér vonalak mérete 50 m. A fluoreszcens képek jobb alsó sarkában a megfelelő (kicsinyített)
Nomarski fotó látható.
A gpa-16 gén feltehetően nem áll a TRA-1 szabályozása alatt. Ennek igazolására a gpa-16
homológ szakaszát felhasználva (6.3. ábra, B panel) készítettem gpa-16(-bs)::ppes-10::CFP
konstrukciót (eluEx319), ami embrionális expressziót eredményezett a transzgenikus
embriókban, tehát a TRA-1 kötőhely hiánya lehetővé tette a riporter kifejeződését (6.3. ábra, B1
panel). A gpa-16 szekvenciában a TRA-1 kötéséhez nélkülözhetetlen 3 bázis visszaállításával
készített mutáns javgpa-16(bs)::ppes-10::CFP konstrukciót (eluEx324) (6.3. ábra, B panel)
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a goa-1(bs)::ppes-10::CFP transzgénhez hasonlóan nem kaptam expressziót a transzgenikus
embriókban (6.3. ábra, B2 panel). Az állatokat tra-1 dsRNS-sel kezelve azonban megjelent az
embrionális expresszió (6.3. ábra, B3 panel).
Ezen expressziós vizsgálatok alapján elmondható, hogy a goa-1 génben talált konzervált TRA-1
kötőhely képes gátolni egy minimál (pes-10) promóter működését. A funkcionális paralóg
gpa-16 gén goa-1-gyel homológ génszakasza azonban nem áll TRA-1 szabályozás alatt. Ez
feltehetően a konzervált kötőhelyben az evolúció során bekövetkezett 3 nukleotid csere miatt
alakulhatott ki.
6.1.4. A goa-1 ivar-specifikusan expresszálódik
Munkám során létrehoztam egy transzlációs fúziós pgoa-1::GOA-1::GFP riporter konstrukciót
(eluIs306) is, ami tartalmazza a goa-1 teljes kódoló szekvenciáját (az utolsó exon utolsó 32
bázisát leszámítva), illetve a goa-1 szabályzó régió kb. 4 kb-nyi szakaszát (5.4. ábra). A
szakirodalomból ismert riporter konstrukciók mind az ATG 5’ szabályozó régiójának 3-5,5
kb-nyi szakaszát írta le (Segalat és mtsi., 1995; Hunt-Newbury és mtsi., 2007; Spencer és mtsi.,
2011). Egy transzlációs konstrukció létrehozására azért volt szükség, mert a TRA-1 kötőhely
kódoló régióban, az 5. exonban található (6.4. ábra).
A klónozás alapjául a pRH21 vektor szolgált. Ez tartalmaz egy gfp szekvenciát és a let-858
gén 3’ UTR régióját (pPD117.01 vektorból), valamint az unc-119(+) menekítő konstrukciót
(pDPMM016 vektorból) (Hofmann és mtsi., 2002). A klónozó hely a gfp szekvencia előtt
található, ide klónoztam egy kb. 8000 bp hosszú szekvenciát, majd unc-119(ed3) mutáns
állatokba transzformáltam génpuskával. A vektorról kifejeződő UNC-119 fehérje képes
menekíteni az unc-119(-) mutáns állatok Unc fenotípusát, így egy pozitív szelekció segítségével
könnyen szelektálhatók a transzgenikus egyedek. A kapott expressziós eredmények (6.4. ábra)
egybevágnak a szakirodalomból ismert antitest festéses eredményekkel (Gotta és Ahringer,
2001; Miller és Rand, 2000). Ezek alapján a goa-1 kifejeződik minden idegsejtben, a
sejttestekben és sejtnyúlványokban egyaránt. Az expresszió evidens volt az egyedfejlődés során
és a kifejlett felnőtt állatokban is. GOA-1::GFP akkumulációt lehetett detektálni továbbá néhány
nem idegsejtben is (pl. faringeális sejtek, szex-specifikus izomsejtek, distal tip sejtek).
Ahhoz, hogy a TRA-1 fehérje goa-1 génre kifejtett ivarspecifikus szabályozását vizsgáljam,
elkészítettem egy pgoa-1::mutGOA-1::GFP (eluIS307) konstrukciót is, amelyben 9 bázisnyi
deléciót hoztam létre a konzervált TRA-1 kötőhelyben (ez 3 aminosavat érint, a cDNS 606-614
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bázisok között, ami végeredményben két glicin és egy glutamát kiesését jelenti a GTP-kötő
régióból).
6.4. ábra. A pgoa-1::GOA-1::GFP konstrukció (eluIs306) expressziója.A hermafroditákban és
híemkben a GOA-1::GFP a sejtmembránban jelenik meg az egyes sejtekben. Az állat teljes hosszábban
kifejeződik az idegrendszerben, mind a setej testi részében, mind az idegnyúlványokban.
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pgoa-1::GOA-1::GFP (eluIs306) transzgén expressziója
Fluoreszcens mikroszkópos felvételeken megfigyelhető, hogy a GFP expresszió a
sejtmembránjában jelent meg, vagyis a létrejött GOA-1::GFP fúziós fehérje képes a
sejtmembránhoz lokalizálódni (6.4. ábra). A transzgént hermafroditákban (TTV416) és
hímekben [him-5(e1490) genetikai háttérben] egyaránt vizsgáltuk (TTV413).
Anterior expresszió
A feji részen az expresszió megjelent a garatban, a garatideggyűrűben, a garatot körülvevő
idegsejtekben, illetve az idegnyúlványokban, amelyek az idegsejtektől az állat elülső irányába
futnak (6.4. ábra).
A test középső része
A test teljes hosszában a ventrális és dorsális idegkötegekben kifejeződött a GOA-1 expresszió,
valamint a keresztirányú nyúlványokban 6.4 detektálható volt a transzgén kifejeződése
(6.4. ábra). Hermafroditákban expresszálódott a szomatikus ivarrendszerben (spermatékában,
uteruszban, distal tip sejtekben és a HSN neuronban).
Posterior expresszió
A GOA-1 expresszió jelent meg a farki végen az anus előtt és után található idegsejtekben
mindkét nemben. Hímekben a hím-specifikus farki neuronokban is látható volt fluoreszcens jel
(6.4. ábra).
6.1.5. A GOA-1 erősebben expresszálódik hímekben, mint
hermafroditákban
A GOA-1 ivar-specifikus expressziót mutat felnőtt állatokban
A TTV316-os törzs segítségével végeztem egy expressziós elemzést felnőtt hermafrodita
és hím állatokban. Megvizsgáltam, hogy az eluIs306 transzgén kifejeződése eltér-e a két
nemben. Hímekben szignifikánsan magasabb volt a GOA-1::GFP expressziós szintje, mint
hermafroditákban (6.5. ábra, A és B panel). A transzgént megvizsgáltam tra-1(e1099)
funkcióvesztéses mutáns háttérben is, ahol a TRA-1 funkció hiányában az XX kariotípusú
állatok hímként fejlődnek. A felnőtt populációban az XX kariotípusú hímekben ugyancsak
szignifikánsabban magasabb volt a transzgén expressziója (6.5. ábra, A és C panel). A tra-1
hiperfunkciójának vizsgálatához fem-3(e2006) mutáns egyedeket használtam. Ebben a törzsben
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az XX és XO kariotípusú egyedek is nőstényként fejlődnek. A mérések során a transzgént
hordozó XX és XO nőstények alacsonyabb expressziós szintet mutattak, mint a vad típusú
társaik (6.5. ábra, A és C panel).
Annak vizsgálatához, hogy a TRA-1 hatása az általunk prediktált szekvencián keresztül valósul
meg, pgoa-1::mutGOA-1::GFP transzgént (eluIs307) használtam, ahol hiányzik a GOA-1
kódoló szekvenciájában a TRA-1 fehérje kötéséhez nélkülözhetetlen 9 bázispár. A transzgén
expressziója nem mutatott szignifikáns eltérést a két nem között (6.5. ábra, D és E panel). A fenti
génexpressziós vizsgálat alapján elmondható, hogy, a goa-1 gén 5. exonjában meghatározott
TRA-1 kötőhelyen keresztül a TRA-1 képes a goa-1 transzkripciójának gátlására.
6.5. ábra. A GOA-1::GFP transzgén TRA-1-függő szex-specifikus expressziót mutat felnőtt
állatokban.A: A pgoa-1::GOA-1::GFP (eluIs306) transzgén magasabb szintű expressziót mutat
hímekben (kék), mint hermafroditákban (piros). B: A transzgén expressziója tra-1(-) mutáns háttérben
(világos kék) szignifikánsan magasabb, fem-3(-) mutáns háttérben (narancssárga) alacsonyabb, mint
vad típusú hermafroditákban (piros). C: A pgoa-1::mutGOA-1::GFP (eluIs307) expresszíója nem mutat
eltérést a két nemben. Az adatok és a statisztikai értékek (független t-teszt és egyutas ANOVA) a függelék
F.1. táblázatban kerültek feltüntetésre.
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A GOA-1 ivar-specifikus expressziót mutat lárvákban
Feltételezésünk szerint a TRA-1 nem csak a felnőtt egyedekben szabályozza a goa-1
transzkripcióját, ezért a transzgén expressziós szintjét és a fehérje lokalizációját embriókban
és lárvákban is megvizsgáltam (6.6. ábra).
6.6. ábra. A pgoa-1::GOA-1::GFP lárvális expressziója eltér hímekben és hermafroditákban.
A: A pgoa-1::GOA-1::GFP (eluIs306) transzgén L1 lárvákban magasabb szintű expressziót mutat a
hímeket is tartalmazó populációban (kék), mint a csak hermafroditákat tartalmazó populációkban (piros).
A transzgén tra-1(-) null genetikai háttérben XX hímeket tartalmazó populációban is szignifikánsabb
magasabb expressziót mutat. B: A transzgén expressziója tra-1(-) mutáns háttérben (világos kék)
szignifikánsan magasabb, fem-3(-) mutáns háttérben (narancssárga) pedig alacsonyabb, mint a vad típusú
hermafroditákban (piros). C: A pgoa-1::mutGOA-1::GFP (eluIs307) expresszíója nem mutat eltérést a
két nemben. Az adatok és a statisztikai értékek (független t-teszt és az egyutas ANOVA) a függelék F.2.
táblázatban kerültek feltüntetésre.
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Az embrió kikelése (haching) előtt kialakul a garatideggyűrű és a ventrális idegköteg, amely már
ebben az állapotban is mutat expressziót. Az L1-L4 állapotokban az idegsejtek membránjában
lokalizálódott a transzgén. A génexpressziós mérés során him-5(-) mutáns, illetve tra-1 mutáns
háttérben vizsgáltam az állatokat (6.6. ábra, A-D panelek). Mivel az L1-L2 lárva állapotokban
nem dönthető el az állat neme, ezért az összehasonlítás során vegyes populációt mértem. Az
L4 stádiumban már valóban a hímek és hermafroditák közötti különbségeket vizsgáltam. A
GOA-1::GFP expressziós szintje az L1 állapotban szignifikánsabb magasabb volt mind XX
(tra-1 funkcióvesztéses) hímekben, mind XO hímekben (6.6. ábra, A és B panel). Az L2
állapotban nem kaptam szignifikáns eltérést a hímeket tartalmazó és nem tartalmazó populáció
között, azonban egy tra-1 funkcióvesztéses genetikai háttérben szignifikánsan magasabb volt
az expresszió szintje a kontrollhoz képest (6.6. ábra, A és C panel). him-5(-) mutáns genetikai
háttérben kb. 33%-nyi hím van, míg tra-1 mutánsokban 50%-nyi a hímek aránya, és ez
okozhatja az eltérést. Az L4 stádiumú állatokban az XO hímek és az XX hermafroditák között
szignifikáns eltérést kaptam, míg tra-1 mutáns XX hímekben az eltérés nem volt szignifikáns
(6.6. ábra, A és D panel).
A GOA-1 ivar-specifikus expressziót mutat embriókban
A GOA-1 embriókban diffúzan minden sejtben megjelenik (6.7. ábra). him-5(-) genetikai
háttérben azonban az embriók egy részében magasabb szintű expressziót detektáltunk (6.7.
ábra,). Az erősen világító embriók aránya korrelált a hímek arányával az utódnemzedékben.
Ennek megállapítása után a GFP expressziós méréseket, illetve a hozzá tartozó mRNS szint
méréseket is Hotzi Bernadette doktorandusz kollégám végezte el. Az eredmények az ő doktori
dolgozatában is leírásra kerültek (Hotzi, 2019). Ennek összefoglalásaként elmondható, hogy
az erősebben világító embriókban a transzgén expressziója kb. ötszöröse az alapexpressziónak.
A transzgént tra-1 genetikai null mutáns állatokban vizsgálva az embriók kb. 17%-a mutatott
erősebb expressziót, ami korrelál a várt tra-1 null mutáns XX állatok arányával.
fem-3(-) mutáns genetikai háttérben (ami tra-1 hiperaktív genetikai háttérnek felel meg) a
bazális expresszió szintje csökkent. Kontroll kísérletként az eluIs307 transzgenikus törzset
használtuk, amelyben a TRA-1 kötőhely lett mutáltatva. Sem him-5(-), sem tra-1 mutáns
genetikai háttérben nem kaptunk magasabban szinten expresszáló egyedeket, illetve fem-3(-)
mutáns háttérben vizsgálva az expressziós szint nem csökkent. Ezek az eredmények azt
mutatják, hogy embrionális korban a TRA-1 gátolja a goa-1 transzkripcióját, és ezt az általunk
feltárt konzervált TRA-1 kötőhelyen keresztül teszi.
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(b)
6.7. ábra. A pgoa-1::GOA-1::GFP embrionális expressziója eltér hímekben és hermafroditákban.
A: A pgoa-1::GOA-1::GFP (eluIs306) transzgén hímeket is tartalmazó populációban egyes embriókban
fényesebben világít.B. A fényes embrioók arénya megegyezik a hímek várt arányával. him-5-ben kb.
33%, tra-1-ben 50%. C: Hímeket tartalmazó populációkban a (him-5 és tra-1, a fényesen világító
embriók expressziója szignifikánsan magasabb. Az adatok és a statisztikai értékek (Kruskal Wallis
H-teszt Dunn Post Hoc teszttel) a függelék F.3, és F.4. táblázatban kerültek feltüntetésre (Hotzi, 2019).
pgoa-1::GOA-1::GFP eluIs306 transzgén nem funkcionális
A pgoa-1::GOA-1::GFP transzgenikus törzset kereszteztem goa-1(sa734) genotípusú
állatokkal, és azt tapasztaltam, hogy a riporter konstrukció nem funkcionális, vagyis a mutáns
fenotípust nem menekíti (az hiperaktív viselkedés és rövidebb testméret megaradt). A transzgén
által kódolt fúziós fehérje nem vetélkedik a vad típusú fehérjével, mivel a transzgenikus vonalak
nem mutattak fenotípusos változást (pl.: hiperaktivitás) Egy ismert goa-1 funkciónyeréses
transzgén (syIs9) két aminosavcserét (Q227L és Q205L) tartalmaz, aminek következtében a
G-fehérje folyton aktív állapotban van (Mendel és mtsi., 1995). További genetikai vizsgálatokba
is bevontam a transzgenikus törzset (pl. párkeresési viselkedés, kemotaxis vizsgálatok –
az adatok nem kerültek közlésre). Egyik esetben sem menekítette a pgoa-1::GOA-1::GFP
transzgén a mutáns fenotípust. Ennek oka az lehetett, hogy a GFP fehérjét a GOA-1 N terminális
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végéhez fúzionáltattam, ami gátolhatja a GOA-1 működését. Munkám során készült egy
pgoa-1::GOA-1::mCherry riporter konstrukció is, ami a meglévő eluIs306 transzgénből indult
ki. A fúziós riporter fehérje diffúzan helyezkedett el a sejtmembránban, vagyis az mCherry még
a membrán lokalizációt is gátolja (adatok nem kerültek közlésre a dolgozatomban).
6.1.6. A goa-1 szerepet játszik a párzási viselkedés szabályozásában
Ha egy felnőtt hím állatot hermafrodita egyedek közé teszünk, akkor a hím egy hermafrodita
állatot megközelítve párzást kezdeményez (3.16. ábra). Mendel és munkatársai (1995) goa-1(-)
mutáns hímeket párzási kísérletekbe vonták be, és azt találták, hogy a nem megfelelő
izomműködés (hiperaktivitás, túlzott acetilkolin felszabadulás) miatt elvesztik a kapcsolatot
a hermafroditákkal, így párzásra képtelenek (Mendel és mtsi., 1995). A kísérlet során
baktériumpázsitra helyeztem 5 db mozgásra képtelen unc-51(-) mutáns hermafroditát, majd a
lemez szélére helyeztem platina tű segítségével egy hímet, és a párzási viselkedés különböző
szakaszai között eltelt időt mértem meg. A párzás (3.16. ábra) első fázisa a hermafroditák
lokalizálása, ami nem más, mint egy kemoszenzoros érzékelés. A hermafroditák megérintése
váltja ki a „választ” (respons), ami egy jól látható megállás, majd a hím a farkával elkezd
hátrafelé csúszni a hermafrodita körül a vulvát keresve. A feji vagy farki végnél egy „kanyart”
(turn) kell megtennie, majd folytatja a vulva keresését. Amikor megtalálja a vulvát, akkor
„megakad”. Ezt követi a spiculum inszerció és a sperma transzfere. goa-1(-) funkcióvesztéses
mutáns hímek nem voltak képesek a hermafroditák lokalizálására, amiből arra következtettem,
hogy kemotaxis problémájuk van, és ezt további kísérletben igazoltam.
Hermafroditák közé téve a goa-1(-) mutáns hímek megérintették a hermafroditákat, és az
érintésre „válaszoltak” is. goa-1(-) funkcióvesztéses mutánsok hiperaktívak, így a kiváltott
ingertől függetlenül akaratlanul elvesztik a kapcsolatot a hermafroditákkal. Feji és farki végi
kanyar megtételére szinte teljesen képtelenek voltak, azonban ha a ventrális oldalon értek a
hermafroditához, akkor képesek voltak a vulva lokalizációjára, ahol látványosan megakadtak.
A kísérletet itt állítottuk meg sikeres párzásnak tekintve a megakadást. goa-1(sa734)
funkcióvesztéses XO hím állatok szignifikánsan lassabban teljesítették az egyes párzási
szakaszokat (6.8. ábra).
Ezeket a vizsgálatokat goa-1(gf) funkciónyeréses hímekkel is elvégeztük. Annak ellenére,
hogy a goa-1(gf) állatok lomha mozgásúak, semelyik párzási szakaszban nem mutattak
szignifikáns különbséget a vad típusú hímekhez viszonyítva (6.8. ábra). A kísérletet elvégeztük
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tra-1 funkcióvesztéses XX hímekkel is. A párzási viselkedés során semelyik szakaszban nem
mutattak eltérést a vad típusú XO hímekhez képest (6.8. ábra). A megfigyelések alapján a
tapintásért felelős idegsejtek jelátvitelben a goa-1 nem játszik szerepet, a párzási képtelenség
oka a nem megfelelő izomműködés. Elmondható azonban, hogy a goa-1 szerepet játszik a
hermafroditák megtalálásához szükséges kemotaxisban.
6.8. ábra. A goa-1 szükséges a hímek párzási viselkedéséhez. A hímek párzási viselkedése
felosztható több szakaszra: párzó partner keresése (képernyőre kerüléstől az első érintésig eltelt idő;
sárga), partner „megtalása” (az első érintés és a „válasz” között eltelt idő; szürke), vulva megtalálása
– spiculum inszerciója (első érintéstől spiculum inszercióig eltelt idő; lila). goa-1(-) funkcióvesztéses
mutánsokban a részfolyamatok ideje megnő, vagyis a molekuláris folyamatok szabályozásában, az
ingerek felfogásában a GOA-1 szerepet játszik. Az adatok és a statisztikai értékek (Kruskal-Wallis
H-teszt Dunn Post Hoc teszttel és Bonferroni korrekcióval) a függelék F.5. táblázatban kerültek
feltüntetésre.
6.1.7. A goa-1 részt vesz a hím-specifikus párkeresési viselkedés
szabályozásában
Lipton és munkatársai (2004) vizsgálták a hímek párkeresési viselkedését. Az ivarérett
C. elegans felnőtt hímek a táplálékforrást hátrahagyva keresnek párzó partnert, míg a
hermafroditákból ez az ösztön elveszett (Lipton és mtsi., 2004). Vizsgálataik alapján több
ismert és ismeretlen tényező is szerepet játszik a viselkedés kialakításában, pl. függhet a
szerotonin-kontrollált éhségi állapottól, valamint egy gonádból érkező szignáltól. Mivel a goa-1
számos neurotranszmitter (pl. szerotonin) jelátvitelében játszik szerepet, ezért megvizsgáltuk
a lehetséges szerepét a párkáresés során. Hipotézisünk szerint a goa-1 részt vesz a
hím-specifikus viselkedési mintázatok kialakításában és/vagy kontrollálásában. Megvizsgáltuk
a goa-1 deficiens és overexpresszáló egyedek viselkedését (6.9. ábra). Azt találtuk, hogy a goa-1
deficiens XO felnőtt hímek nem hagyták el a táplálékforrást (6.9. ábra, világos barna vonal), a
vad típusú XO hímek viselkedésétől tehát szignifikáns eltérést mutattak, míg a vad típusú XX
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hermafroditák viselkedésétől szignifikánsan nem tértek el. A goa-1 funkciónyeréses mutáns
XO hímek a vad típusú XO hímek viselkedésétől szignifikánsan nem tértek el, míg az XX
hermafroditák is mutatták a táplálék elhagyó viselkedést, szignifikáns eltérést mutatva a vad
típusú XX hermafroditákhoz képest (6.9. ábra, világos narancssárga vonal). TRA-1 deficiens
genetikai háttéren az XX hímek az XO vad típusú hímekhez hasonló viselkedést mutattak (6.9.
ábra, sötét kék vonal). A goa-1(-);tra-1(-) kettős mutáns XX hímek táplálék el-nem-hagyó
viselkedést mutattak, ami szignifikánsan eltért a tra-1 mutáns XX hímek viselkedésétől (6.9.
ábra, világos kék vonal). Annak igazolására, hogy a goa-1(-) mutánsok táplálékelhagyó
viselkedése a szexuális ösztön miatt van, egl-30(-) funkcióvesztéses mutánsokat is bevontunk
a kísérletbe. A goa-1 ugyanis negatívan szabályozza az egl-30 (Gq) útvonalat, így az
egl-30(-) mutáció egyfajta goa-1 funkciónyerésnek tekinthető. egl-30(-) mutáns hímeket és
hermafroditákat vizsgálatam. A mutáns hímek a vártnak megfelelően mutatták a viselkedési
mintázatot (6.9. ábra). A hermafrodita állatok a goa-1(gf) funkciónyeréses hermafroditákhoz
hasonlóan kezdtek el viselkedni, azonban ahogy elkezdtek embriókat lerakni, a viselkedés
abbamaradt (6.9. ábra, sötét és világos zöld vonalak).
6.9. ábra. A szex-determinációs génkaszkád a goa-1-en keresztül alakítja ki a hímek párkeresési
viselkedését. Szűz felnőtt hím és hermafrodita állatokat egyesével élelemforrásra helyezve, párzó partner
keresés érdekében elhagyja azt. Az idő függvényében ábrázoltam a táplálékforráson maradó állatok
hányadát. goa-1(sa734) funkcióvesztéses mutáns hímek és hermafroditák az élelemforrást nem hagyják
el, míg a goa-1(syIs9gf) mutáns törzs egyedei, akik egy konstitutív GOA-1 transzgént (syIs9) hordoznak,
mind a hímek, mind a hermafroditák mutatják a táplálékelhagyó viselkedést. Kontrollként vad típusú
(N2) hímeket és hermafroditákat, valamint egl-30(ad806) funkcióvesztéses mutánsokat használtunk. Az
egyes görbék a különböző törzsekhez tartozó értékeket mutatják. Az adatok és a statisztikai értékek -
Friedman teszt ( 2(9) = 71,79, P < 0,001) Wilcoxon Signed Ranks Post Hoc teszttel és Kruskal-Wallis
H teszt Dunn’s Post Hoc teszttel - a függelék F.6. táblázatában kerültek feltüntetve.
Ahhoz, hogy kizárjuk, az éhség és a nem megfelelő táplálék érzékelés a probléma, L3 stádiumú
állatokat vizsgáltunk, ugyanis a párkeresési viselkedés csak felnőtt ivarérett, megfelelően táplált
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egyedekre jellemző. Annak igazolására, hogy a goa-1 hatása nem az éhség szignált befolyásolja,
L3 stádiumú vad típusú hímeket és L3 stádiumú goa-1(gf) funkciónyeréses (syIs9 genotípusú)
XX hermafroditákat teszteltünk (6.10. ábra). Az eredményeink alapján egyik törzs sem mutatott
táplálékelhagyó viselkedést, a viselkedésük között szignifikáns eltérést nem tapasztaltunk. A
fenti kísérletek eredményei alapján elmondható, hogy a hím-specifikus viselkedés a goa-1-en
keresztül a szex-determinációs kaszkád szabályozása alatt áll.
6.10. ábra. A táplálékelhagyó viselkedést nem az éhség szignál alakítja ki goa-1(syIs9gf)
mutánsokban. A goa-1 szerepet játszhat az éhség szignált közvetítő szerotonin jelátviteli útvonalban,
azért teszteltük, hogy lárva állapotban hogy viselkednek a konstitutív GOA-1 konstrukciót hordozó
egyedek. A goa-1(syIs9gf) XX hermafrodita L3 stádiumú állatok viselkedése nem tér el a vad típusú
hímek viselkedésétől. Az egyes görbék a különböző törzsekhez tartozó értékeket mutatják. A mért
adatok és a statisztikai értékek - Friedman teszt ( 2(9) = 71,79, P < 0,000) Wilcoxon Signed Ranks Post
Hoc teszttel és Kruskal-Wallis H teszt Dunn’s Post Hoc teszttel - a függelék F.6. táblázatában kerültek
feltüntetésre.
6.1.8. A GOA-1 szerepet játszik a szex-feromon észlelésében
A C. elegans a környezetéből érkező kémiai jelek érzékelésére egy szagló, ízlelő szerv szolgál,
amit az amphid, a phasmid és az ún. belső ajki idegsejtek hoznak létre. A különböző idegsejtek
különböző kemikáliák érzékelésében játszanak szerepet, de jellemzően G-fehérje közvetített
útvonalon keresztül teszik meg. A goa-1 több folyamatban is szerepet játszhat, expressziós
vizsgálatok alapján mindegyik sejtben kifejeződik, azonban eddig csak néhány folyamatban
bizonyított a szerepe. Így például az AWC neuronokban az EGL-30 (Gq) jelátviteli útvonalat
(3.18. ábra) szabályozva a benzaldehidre, izoamil-alkoholra és butanonra adott pozitív válasz
kialakításában játszik szerepet, úgy, hogy a jelenléte szükséges az anyagok adaptációjához. Az
AWA neuronban azonban az ott érzékelhető diacetil és pirazin direkt érzékelésében is szerepet
játszik (Matsuki és mtsi., 2006). A fenti anyagok közül az izoamil-alkoholra, benzaldehidre és
diacetilre adott kemotaxis és adaptációs válaszokat teszteltük, ugyanakkor kiterjedt vizsgálatot
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csak az előbbi esetében végeztük (lásd lentebb), a másik két kemikália esetében nem. Az
elsődleges teszteredményink megegyeztek a szakirodalomban szereplő adatokkal (ezeket az
eredmények a doktori dolgozatomban nem kerültek közlésre).
A párkereső viselkedés vizsgálatai alapján felállított hipotézisünk szerint a goa-1 szerepet
játszik a szex-feromonra adott pozitív válasz kialakításában. A szex-feromon érzékelését
hímekben a hím-specifikus CEM neuronok látják el (Chasnov és mtsi., 2007). C. remanei
szűz nőstény állatokból nyert feromon elegyet használtunk. Vad típusú hímek a CEM
neuronok aktivitása során pozitív kemotaxist mutattak a szex-feromonhoz (6.11. ábra, kék
box), míg a hermafroditák nem vonzódtak (6.11. ábra, piros). Vizsgálataink során sem a goa-1
funkcióvesztéses XX hermafroditák, sem az XO hímek nem vonzódtak a szex-feromonhoz
(6.11. ábra, zöld box). tra-1 mutáns XX hímek is a szex-feromon irányába indultak el, azonban
a goa-1 a TRA-1 funkció hiányában is szükséges volt a pozitív kemotaxishoz. A goa-1
tehát episztatikus a tra-1 felett a kemotaxis szabályozásában. A két gén tehát egy genetikai
útvonalban fejti ki ezen hatását. goa-1(gf) funkciónyeréses mutáns XX hermafroditák és XO
hímek azonban azonos módon vonzódtak a szex-feromonhoz (6.11. ábra, narancs).
6.11. ábra. A GOA-1 szükséges a szex-feromon észleléséhez. C. elegans hímek pozitív kemotaxist
mutatnak a C. remanei szex-feromonhoz, míg a hermafroditák nem. A GOA-1 hiánya szuppresszálja
a kemotaxist XO hímekben (sötét zöld oszlop), míg hermafroditákban nem (világos zöld oszlop).
A GOA-1 hiperaktivitás elősegíti az XX hermafroditák pozitív kemotaxisát (narancssárga oszlop). A
boxplot ábrán az eltérő színnel jelölt oszlopok a különböző törzseket jelölik. *: p<0,05, **: p<0,01, ***:
p<0,001, NS: nem szignifikáns; Kruskal-Wallis H teszt Dunn Post hoc teszt. Az adatokat és a statisztikai
értékeket a függelék F.7. táblázatában tüntettem fel.
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6.1.9. A szex-determinációs génkaszkád szerepet játszik az illékony
anyagok adaptációjában
Hipotézisünk szerint a goa-1 szex-specifikus módon kontrollálja az AWC neuronokban az
illékony anyagok adaptációját. Kísérleteinkben goa-1 genetikai null mutáns és részleges
funkcióvesztéses mutáns XX hermafroditák mellett XO hímeket is vizsgáltunk (6.12. ábra, A
panel zöld oszlop). Az eredmények alapján sem a hermafroditák, sem a hímek nem tudtak
60 perc alatt adaptálódni az IAA-hoz. goa-1 funkciónyeréses mutáns állatok (syIs9 konstitutív
transzgén) azonban hiperadaptációt mutattak (6.12. ábra, A panel narancs oszlop). Ezen ismert
viselkedés alapján teszteltük a hímek és hermafroditák izoamil-alkoholra adott válaszát.
6.12. ábra. A szex-determinációs génkaszkád a goa-1 génen keresztül alakítja ki az AWC
neuronon keresztül érzékelt izo-amilalkoholra adott választ. Egy órás IAA adaptáció alatt a goa-1(-)
hermafroditák (világos zöld oszlop) nem tudnak adaptálódni IAA-hoz, míg a goa-1(gf) funkciónyeréses
egyedek (narancssárga) hiperadaptációt mutatnak. tra-1(gf) funkciónyeréses és fem-3(-) funkcióvesztéses
mutáns állatok szignifikánsan eltérő adaptációs rátát mutatnak, míg a tra-1(-) XX hímek jobb adaptációt
mutatnak a kontrollhoz képest. tra-1(-);goa-1(-) kettős mutáns állatok szintén adaptációs defektust
mutatnak. A boxplot ábrák az eltérő színnel jelölt oszlopok a különböző törzseket jelölik. *: p<0,05, **:
p<0,01, ***: p<0,001, NS: nem szignifikáns; Kruskal-Wallis H teszt Dunn Post hoc teszt. Az adatokat
és a statisztikai értékeket a függelék F.8.táblázatában tüntettem fel.
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Hipotézisünk szerint a hermafrodita állatokban alacsonyabb a goa-1 szintje, ami hatással lehet
az adaptáció mértékére. N2 vad típusú hermafroditákat és hímeket vizsgálva nem találtunk
szignifikáns eltérést az adaptáció mértékében 60 perc adaptációs időnél (6.12. ábra). N2 vad
típusú hermafroditákat és hímeket hasonlítottuk össze 30 és 60 perces inkubáció alapján (6.13.
ábra, B panel), szignifikáns eltérést itt sem mutattunk ki. A tra-1(e1575) funkciónyeréses XX
és XO nőstények és fem-3(e2006) funkcióvesztéses XX nőstények 60 perc után adaptációt
mutattak az IAA-ra (6.12. ábra), azonban szignifikánsan alacsonyabb adaptációs rátát mutattak,
mint a vad típusú hermafroditák (6.13. ábra, B panel, bordó és rózsaszín oszlopok), vagyis
egyfajta goa-1 részleges funkcióvesztéses fenotípust mutattak. tra-1(e1099) null mutáns XX
hímek és tra-1(e1488) részleges funkcióvesztéses XX interszex állatok szignifikánsan nem
mutattak eltérést az adaptációs rátában a N2 vad típusú XO hímekhez viszonyítva (6.12. ábra).
(a)
(b)
6.13. ábra. A szex-determinációs génkaszkád a goa-1 génen keresztül alakítja ki az AWC
neuronon keresztül érzékelt izo-amilalkoholra adott választ. A: 30 és 60 perces adaptációs időt
alkalmaztunk felnőtt hímek és a hermafroditák esetében. Szignifikáns eltérést nem tapasztaltunk. B:
Adaptációs különbség a tra-1(gf) törzsben vad típushoz képest 60 perc adaptációt követően. HA a TRA-1
szintje jelentősen megemelkedik (goa-1 rt funkciónyeréses háttér), az adaptáció mértéke csökken. A
boxplot ábrákon az eltérő színnel jelölt oszlopok a különböző törzseket jelölik. *: p<0,05, **: p<0,01,
***: p<0,001, NS: nem szignifikáns; Kruskal-Wallis H teszt Dunn Post hoc teszt. Az adatokat és a
statisztikai értékeket a függelék F.9., F.10. táblázataiban tüntettem fel.
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6.1.10. A TRA-1 a goa-1-en keresztül befolyásolja az első sejtosztódáshoz
köthető embrionális életképtelenséget
A goa-1 redundáns szerepet tölt be a gpa-16-tal az első sejtosztódás során (Bringmann
és mtsi., 2007; Gotta és Ahringer, 2001). A kettős null mutáns egyedek életképtelenek, a
lerakott embriók elpusztulnak. Munkám során goa-1(sa734) és gpa-16(ok2349) feltételezett
null mutáns allélokkal dolgoztam, melynek embrió életképtelenségére nincs irodalmi adat.
Méréseim alapján a goa-1(sa734) törzsben az embriók közel 35%-a, míg a gpa-16(ok2349)
mutáns törzsben közel 25%-a életképtelen (6.14. ábra, zöld és sárga oszlopk).
6.14. ábra. TRA-1 szintje befolyásolja az első sejtosztódáshoz köthető embrió életképtelenséget.A
A GOA-1 és GPA-16 G-fehérje alfa alegységek az első sejtosztódási folyamatban redundáns szerepet
töltenek be. A hiányuk/nem megfelelő működésük során az embriók egy része elpusztul, a kettős
mutáns embriók 100%-a életképtelen. goa-1(sa734) null mutánsok esetében 35% (zöld), gpa-16(ok2349)
null mutáns (sárga) esetében kb. 25% a letalitás mértéke. A kettős mutáns életképtelen (adat nincs
feltüntetve). fem-3(-) genetikai háttéren gpa-16(-) mutánsok letalitása a várt értéknél jobban megnőtt
mind 20°C-on (sárga és két középső lila oszlopok), mind 25°C-on (arany és két szélső lila oszlopok),
míg tra-1 mutáns háttéren a kettős mutánsok várt letalitási értékét nem érte el a kapott érték. BI= Bliss
Index, a kettős mutánsok azonos fenotípusa alapján várt letalitási érték. 3 csoport értéke feltüntetve:
gpa-16(ok2349) - tra-1(e1099) - gpa-16(ok2349); tra-1(e1099), gpa-16(ok2349) - fem-3(e2006) -
gpa-16(ok2349); fem-3(e2006) 20°C, gpa-16(ok2349) - fem-3(e2006) - gpa-16(ok2349); fem-3(e2006)
25°C. A boxplot ábrán az eltérő színnel jelölt oszlopok a különböző törzseket jelölnek A körök a
kiugró értékeket jelölik. Az adatokat és a statisztikai értékeket (Kruskal-Waalis H teszt Dunn’s Post
Hoc Teszttel)a függelék F.11. táblázatában tüntettem fel.
Az embrionális életképtelenséget vizsgáltam tra-1 funkcióvesztéses genetikai háttérben, és
fem-3(-) funkcióvesztéses háttérben, ami tulajdonképpen egy tra-1 funkciónyeréses háttérnek
felel meg. Mind a tra-1(e1099), mind a fem-3(e2006) mutánsok mutattak embrionális
életképtelenséget, aminek hátterében a dolgozatomban bemutatott szex-determinációs
génkaszkád nem megfelelő működése áll. A kettős mutánsok elemzésével célom volt
megbizonyosodni arról, hogy a két útvonal hatása nem szimplán összeadódik. tra-1 mutáns
háttéren a gpa-16(-) mutánsok életképtelensége csökkent (6.14. ábra, szürke oszlop), míg
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fem-3(-) mutáns háttéren az életképtelenség növekedése meghaladta a gpa-16(-) és fem-3(-)
egyszeres mutáns törzsekben észlelhető pusztulás mértékének összegét (6.14. ábra, lila
oszlop). Az utóbbi vizsgálatokat 25°C-on is elvégeztem, mert a fem-3(e2006) mutánsok
termoszenzitívek (6.14. ábra, arany és lila oszlopok). Ebben a genetikai környezetben is azonos
eredményre jutottam, a két hatás nem csupán összeadódik, vagyis feltételezhető, hogy a TRA-1
a goa-1-et gátolja.
6.2. A szex-determinációs génkaszkád szabályozása és
fenntartása
A szex-determináció során az X kromoszómáról (SEX-1, SEX-1) és az autószómákról (SEA-1,
SEA-2) átíródó fehérjék egymással vetélkedve kötődnek a xol-1 promóter régiójához. A
xol-1 tehát a szex-determinációs útvonal kromoszómák számát érzékelő „mester” szabályozó
eleme. Ezeknek a szabályozó (számláló/nevező) fehérjéknek az együttes mennyisége határozza
meg, hogy lesz-e xol-1 átírás vagy sem. Két XX (hermafrodita) kromoszóma esetében
a xol-1 represszálódik, így nem tudja gátolni a dóziskompenzációs gének működését.
A dóziskompenzáció hatására az X kromoszómák aktivitása feleződik, ami viszont nem
tudja fenntartani a xol-1 represszióját. Hogyan marad mégis fenn az útvonal stabilitása
hermafroditákban?
Kutatócsoportunk egy konzervált TRA-1 kötőhelyet talált in silico a xol-1 gén promóter
régiójában. EMSA segítségével mutattuk ki (Hargitai és mtsi., 2009), hogy a TRA-1 in vitro
köt a xol-1 promóter régiójában található szekvenciához, majd egy pxol-1::GFP konstrukció
segítségével in vivo, hogy a TRA-1 transzkripcionálisan gátolja xol-1-t. Hipotézisünk szerint
a XX kariotípusú embriókban, ahol a TRA-1 aktív, egy negatív visszacsatolás jön létre a
kaszkád elején, így stabilizálva a születéskor meghozott (X/A arány) döntést. A XOL-1 gátolja
a dóziskompenzációs komplex kialakulását és működését (3.5. ábra), ezért szükséges, hogy
hermafroditákban a xol-1-ről ne íródjon át géntermék. XO hímekben ez a visszacsatolás
hiányzik, hiszen akkor a TRA-1 gátolt volna. A szex-determinációs génkaszkád elemeinek hibás
működése XX vagy XO embrionális életképtelen fenotípust mutat, továbbá az XX egyedekben
Dpy fenotípusa alakul ki, ami a nem megfelelő dóziskompenzáció következménye. Az egyes
törzsek embrionális életképtelenségét a függelék 9. táblázatban foglaltam össze.
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6.15. ábra. A TRA-1 befolyásolja a szex-determinációs génkaszkád működésének stabilitását.
A: X kromoszómás sex-1(-) mutáns egyedek embrionális letalitását vizsgáltam tra-1 funkcióvesztéses
(e1099) és funkciónyeréses (e1575gf) genetikai hátterekben. Az előbbi esetben összeadódott, míg a
tra-1(gf) mutáció szuppresszálta a sex-1 fenotípusát. B: A dóziskompenzációs komplex egyik tagja a
DPY-21. tra-1(-) háttérben a a dpy-21(-) mutánsok embrionális letalitás magasabb mértékű. C: a xol-1(-)
mutáció csökkenti tra-1(-) mutánsok embrionális életképtelenségét. A mérési adatok a függelék F.12.
táblázatában kerültek feltüntetésre.
Hipotézisünk bizonyításához episztázis analízist végeztem a sex-1, xol-1, dpy-21, fem-3 és
tra-1 génekkel. sex-1(-) mutánsban megemelkedik a xol-1 szintje. Vizsgálataink kimutatták,
hogy tra-1(gf) funkciónyeréses mutáns háttérben (fem-3 lf, és tra-1 gf ) csökken az embrionális
letalitás szintje, míg tra-1 funkcióvesztéses mutáns háttérben (tra-1 rf, lf ) megnő (6.15.
ábra). A DPY-21 egy a dóziskompenzációs komplexben résztvevő fehérje. dpy-21(-); tra-1
funkcióvesztéses kettős mutánsokban az egyszeres mutánsok embrionális életképtelensége
összeadódik. Továbbá, a tra-1 mutáns XX embriók életképtelensége xol-1-függő lehet.
Ezt igazolja, hogy tra-1 mutánsok életképtelensége xol-1(-) funkcióvesztéses háttérben
szignifikánsan csökkent (6.15. ábra).
87
7 Következtetések
Az 1,2 mm hosszú determinált fejlődésű C. elegans kiváló modellszervezet ahhoz, hogy
a nemek kialakulásának genetikáját vizsgáljuk. A nemi különbségek kialakításáért a
szex-determinációs génkaszkád felelős (3.4. ábra), amelynek effektor transzkripciós faktora a
TRA-1 fehérje, ami hímekben inaktív, míg hermafroditákban aktív (Zarkower, 2006). Számos
TRA-1 célgén ismert, amelyek a testi sejtek kialakításában és a spermatogenezis során fontosak,
azonban akadnak olyan viselkedési különbségek, amelyek az eddig feltárt TRA-1 – célgén
kapcsolatokkal nem magyarázhatók. A csoportunk által in silico prediktált TRA-1 célgének
közül a doktori munkám során két génnel, a xol-1 és a goa-1 szabályozásával foglalkoztam.
A goa-1 minden idegsejtben kifejeződik hímekben és hermafroditákban egyaránt. A xol-1 a
szex-determinációs génkaszkád mester kapcsoló génje. A TRA-1 – goa-1 és TRA-1 – xol-1
transzkripcionális szabályozási kapcsolatok meglétét molekuláris módszerekkel és klasszikus
genetikai módszerek segítségével (episztázis analízissel) bizonyítottam.
7.1. ábra. Újonnan azonosított TRA-1 célgének. Doktori munkám során kimutattam, hogy a TRA-1
- xol-1 kapcsolat jelentősége aszex-determinációs génkaszkád stabilitásában van hermafroditáknál,
valamint, hogy a TRA-1 trnaszkipcionálisan gátolja a goa-1 gént, aminek feleadata a hím ivarspecifikus
idegrendszer kialakítása és a hím specifikus viselkedés kontrollálása.
7.1. A nemek identitását Caenorhabditis elegans-ban a
szex-determinációs génkaszkád szabályozza
A TRA-1 transzkripcionálisan gátolja a goa-1-et C. elegans-ban a goa-1 gén kódolja az egyetlen
G ortológ fehérjét. A GOA-1 számos viselkedési mintázat, az idegsejtek migrációjának és
az első sejtosztódás szabályozásában vesz részt (Bastiani és Mendel, 2006). A sejtosztódás
során a GOA-1 redundánsan működik a GPA-16 fehérjével. A goa-1 exoni szekvenciájában
megtalálható egy konzervált TRA-1 kötőhely (6.1. ábra), míg a gpa-16 szekvenciájában
nincs ilyen kötőhely, azonban a genetikai kód degeneráltságának köszönhetően ezen eltérő
szekvenciák azonos aminosavakat kódolnak az adott pozícióban. Molekuláris genetikai
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módszerek alkalmazásával ezt az eltérést használtam ki. Olyan transzgéneket hoztam létre, ahol
a két gén szekvenciáját használtam fel hipotézisem alátámasztásához.
Kimutattam egy speciális konstrukció segítségével, hogy a TRA-1 a goa-1 szekvenciában in
silico azonosított kötőhelyen képes kötést kialakítani (6.3. és 6.4. ábrák). A kötőszekvenciát
és az azt körülvevő 300 bp genomi környezetet klónoztam egy CFP riporter gént tartalmazó
embrionálisan kifejeződő vektorba. Mivel a TRA-1 funkció hiányában megjelent a riporter
expresszió, arra következtethetünk, hogy a TRA-1 képes transzkripcionálisan gátolni a
goa-1 kifejeződését (6.3. ábra). A gpa-16 génben talált 3 bázis eltérés elegendő ahhoz,
hogy a TRA-1 ne tudjon kötést létrehozni. Ugyancsak bizonyítottam egy transzlációs GFP
konstrukció segítségével, hogy a TRA-1 in vivo a feltárt szekvencián keresztük gátolja a goa-1
transzkripcióját.
Kimutattam, hogy felnőtt állatokban a GOA-1 mennyisége szignifikánsan magasabb hímekben,
mint hermafroditákban (6.5. ábra). Az L4 lárvák esetében is ezt találtam (6.6. ábra, C panel).
Az L1 és L2 stádiumú lárvákban vegyes populációt vizsgáltam, mert ott még a nemek
nem különíthetők el egymástól (6.6. ábra, A és B panelek). A him-5(-) mutáns háttérben
vizsgált vegyes populációban kb. 33% hímet találunk, míg tra-1(-) null mutáns háttérben
közel 50%-ot, így lehet, hogy XX hímekben szignifikánsan magasabb expressziót kaptam
a vegyes populációk esetében, de a 33%-nyi XO hím nem elég az eltérés kimutatásához.
Munkatársaimmal megvizsgáltuk az embrionális expresszió szintjét is, ahol egybehangzóan a
hím embriókban magasabb GOA-1::GFP expressziót kaptunk.
Bersketh és mtsi. 2013-ban Chip-seq eljárás során nem azonosították a goa-1-et, mint lehetséges
TRA-1 célgént, ami nem feltétlenül ellentmondás a mi eredményeinkkel, mert más ismert
TRA-1 célgéneket sem azonosítottak (pl. egl-1, ceh-30 és lin-39). A TRA-1 az aktivitását
feltételezhetően nem egy állandó kapcsolaton keresztül fejti ki. A génexpressziós kísérleteink
is ezt támasztják alá, hisz a GOA-1 jelen van mindkét nemben, így sokkal valószínűbb,
hogy a fejlődés során, bizonyos sejtekben időlegesen fejti ki a hatását. Eredményeink arra
engednek következtetni, hogy a TRA-1 - goa-1 szabályzási útvonal nem egy állandó folyamat,
hanem a nemi identitás kialakításában játszik szerepet, vagyis a szex-determinációs génkaszkád
működésének eredményeképpen az állatok teljes élettartalma alatt egy folyamatos, finom
szabályzás útján alakítja ki a TRA-1 a nemi különbségeket.
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7.2. A TRA-1 a goa-1 gén szabályozásán keresztül befolyásolja
a viselkedést és az idegrendszer fejlődését
A GOA-1 ugyan számos szex-specifikus izom működése során játszik bizonyítottan szerepet
(embriólerakás hermafroditáknál, párzás hímeknél), mégis hipotézisünk szerint a TRA-1 -
goa-1 szabályozási kapcsolatnak nem ez lehet a fő színtere. Ugyanakkor a goa-1 mutánsokat
a szerotonin és acetilkolin jelátvitelben betöltött szerepe miatt több párzási viselkedésbe is
bevonták eddig. A párzás több szakaszra bontható: hermafrodita megtalálása, majd azonosítása,
vulva lokalizációja és végül a megtermékenyítés. A kísérleteimben kimutattam, hogy a
goa-1 funkcióvesztéses állatok nem képesek a hermafroditák megtalálására, amiből arra
következtettem, hogy a hermafroditák által kibocsátott feromonokat nem képesek érzékelni
(6.8. ábra). Ezt támasztja alá az a tény, hogy a GOA-1-et összefüggésbe hozták a daumon
érzékelésével (van Swinderen és mtsi., 2002). Az állatok által kiválasztott aszkarozid molekulák
különböző kombinációja hozza létre a daumont és a szex-feromont (Ludewig és Schroeder,
2013).
Kimutattam, hogy a goa-1 szerepet játszik a szex-feromon érzékelésében (6.11. ábra). Míg
a goa-1(-) funkcióvesztéses mutáns hím állatok szignifikáns eltérést mutattak vad típusú
társaikhoz képest, nem vonzódnak a szex-feromonhoz, addig goa-1(gf) funkciónyeréses
mutáns hímek és hermafroditák is vonzódnak hozzá. tra-1; goa-1 kettős mutáns állatok sem
vonzódtak a feromonhoz, vagyis a GOA-1 nélkülözhetetlen a szex-feromon érzékelésében.
A kísérleteinkből ugyan arra nem tudunk következtetni, hogy a goa-1 szabályzó funkciója
mikor érvényesül, ugyanakkor a hermafroditákban megjelenő viselkedés egy hím idegrendszer
meglétét feltételezi. White és munkatársai kimutatták, hogy a CEM neuronok együtt
funkcionálnak az AWA és AWC idegsejtekkel (White és mtsi., 2007), de a redundancia
molekuláris és anatómiai háttere ismeretlen maradt. Más kísérletek alapján az idegsejtek
kapcsolatai eltérhetnek a hermafroditákban és a hímekben (Oren-Suissa és mtsi., 2016;
Serrano-Saiz és mtsi., 2017). A wormatlas.org-on közzé tett elektronmikroszkópos metszetek
alapján készített kapcsolati diagram arra enged következtetni, hogy az AWA és AWC neuronok
külön idegrendszeri körbe tartoznak a két nemben. Nem kizárt, hogy lárvális korban a goa-1
az idegrendszer identitásának kialakításában vesz részt, így felruházva az AWA és AWC
neuronokat a szex-feromon érzékelésére hermafroditákban.
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Kutatócsoportunk ugyanakkor kísérletet tett rá, hogy egy CEM neuron-specifikus markert
vizsgáljon. A pkd-2 egy kation ion csatornát kódol, ami néhány hím-specifikus idegsejtben
jelenik meg (fejben a CEM, farokban a HoB és az RnB). A vizsgálatok alapján a ppkd-2::GFP
expressziós szintje goa-1(-) funkcióvesztéses mutáns háttérben csökkent, míg goa-1(gf)
funkciónyeréses háttérben emelkedett (eredmények Hotzi Bernadette doktori dolgozatában
kerültek leírásra) (Hotzi, 2019). Továbbá a ppkd-2::GFP konstrukció ektopikus expresssziót
mutatott goa-1 funkciónyeréses mutáns hermafroditákban. Az expresszáló sejt kiléte egyelőre
tisztázatlan maradt. A CEM neuronok embrionális korban jönnek létre, a hermafroditáknál
apoptózissal pusztulnak el. Azonban előfordulhat, hogy goa-1-függő módon egy-egy sejt
megmarad, vagy GOA-1-függő módon más sejtekben expresszálódik a PKD-2 fehérje.
Kimutattam továbbá, hogy a goa-1(-) mutáns állatok nemcsak, hogy nem érzékelik a
szex-feromont, de a párzási ösztön sincs meg bennük (32. és 33. ábrák). A felnőtt hímek
párzó partner keresése érdekében akár a táplálékforrást is elhagyják. goa-1(-) funkcióvesztéses
felnőtt hímek nem mutatják ezt a viselkedési mintázatot, míg goa-1(gf) funkciónyeréses
mutáns hímek és hermafroditák is elhagyják a táplálékot (6.9. ábra). Ez az eredmény arra
enged következtetni, hogy a GOA-1 szerepet játszik a hím idegrendszer kialakításában a
szex-determinációs génkaszkád szabályozása által.
Matsuki és mtsi. 2006-ban kimutatták, hogy a goa-1 szerepet játszik az AWC neuron által
érzékelt IAA adaptációjában. Munkám során kimutattam, hogy a hímek és hermafroditák
adaptációs sebessége között van goa-1-függő eltérés (6.12. ábra). Ez tovább erősiti azt a
feltételezést, hogy a TRA-1 folyamatos, apró szabályzáson keresztül alakítja ki és tartja fent
a nemi identitásbeli különbségeket az élettartam során.
7.3. A GOA-1 és a GPA-16 redundáns szerepe
Az első sejtosztódás során az osztódási orsó kialakításában és pozícionálásában vesz részt
a GOA-1 és a GPA-16 (Matúš és Prömel, 2018). Ha bármelyik fehérje hiányzik, akkor az
embriók 20-35%-a elpusztul, ha mindkettő, akkor a sejtosztódás nem megy végbe, az embrió
letalitás 100%-os. Kimutattam, hogy TRA-1 túltermelése esetén (fem-3(-) mutáns állatok) a
gpa-16(-) mutáns állatok embrionális életképtelensége megnő, amit a GOA-1 fehérje csökkent
termelése okozhat (6.14. ábra). A paralóg fehérjék aminosav szekvenciája megegyezik azonban
a genetikai kód degeneráltsága lehetőséget ad arra, hogy az goa-1 a TRA-1 szabályzása
alatt állhasson a gpa-16 pedig független legyen. Más eukarióta szervezetekben is ugyanez
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a konzervált fehérje komplex alakítja ki az osztódási orsót (Fielmich és mtsi., 2018), mégis
kérdéses, hogy C. elegans esetében miért van szükség a két G fehérjére.
7.4. A TRA-1 – goa-1 szabályzási mechanizmus
konzerváltsága emlősökben
A TRA-1 a humán GLI fehérjék C. elegans ortológja. A GLI fehérjék a Hh jelátviteli
útvonal downstream transzkripciós faktorai, és az embrionális mintázatképződésben és a
szervek morfogenezisében játszanak szerepet. C. elegans-ban a felsőbbrendű szervezetekben
kimutatott klasszikus Hh útvonal több komponens is hiányzik (pl. a Hh ligand). Azonban
számos hasonló fehérje jelen van, amik között egyelőre nem mutattak ki kapcsolatot (Bürglin
és Kuwabara, 2006). Ilyenek pl. a PTC, illetve PTR és PTC rokon fehérjék, a HHR –
Hedgehog rokon fehérjék. A TRA-1 a szex-determinációs génkaszkád terminális transzkripciós
faktora, nem egy klasszikus jelátviteli rendszer tagja, az említett fehérjék szerepét a C. elegans
szex-determinációban nem igazolták.
A goa-1 a humán G-fehérje alegység család úgy nevezett Gi/o ortológja. Emlősökben több
G-fehérje gént is találunk: GNAO1, GNAI1, GNAI2 és GNAI3. Ezek a géntermékek egy jól
konzervált G-fehérje jelátviteli útvonalban az adenilát cikláz gátlásán keresztül szabályoznak
(Wilkie és mtsi., 1992). Mutációjuk több súlyos betegséghez vezethet, mint az EEG (epilepsziás
enkephalitis) (Saitsu és mtsi., 2016) vagy Hyper IgM-like Syndrome (Hwang és mtsi., 2013).
A Hh jelátviteli kaszkád tagjainak molekuláris működése jól vizsgált emlősökben, azonban
a GLI fehérjék célgénjei közül igen kevés ismert, ezért kutatócsoportunk érdemesnek találta
megvizsgálni, hogy az általunk feltárt szabályozási kapcsolat (TRA-1 – goa-1) jelen lehet-e
emlősökben is. Bioinformatikai analízissel a GNAO1 és GNAI3 génekben is megtalálható a GLI
jól konzervált kötőhely szekvenciája. Ugyan a nemek kialakulása emlősökben (Y kromoszóma
jelenléte a meghatározó) nagyban eltér attól, amit C. elegans-ban találunk, mégis érdekes, hogy
a Hh jelátviteli útvonalnak számos ivar-specifikus aspektusát is kimutatták (Franco és Yao,
2012). Egerekben például a Gli a magzati Leidig sejtek kialakulását szabályozza. Ezek a sejtek




7.5. TRA-1 a xol-1 gén gátlásán keresztül tartja fent a
szex-determinációs génkaszkád működését az élettartam
során
Doktori munkám során vizsgáltam a TRA-1 - xol-1 szabályzási kapcsolatot is (6.15. ábra).
A xol-1 a szex-determinációs génkaszkád mester szabályozó génje, az X kromoszómákról
(számláló gének) és az autoszómákról (nevező gének) jövő jelek együttese határozza meg,
hogy történik-e róla génátírás vagy sem. A xol-1 érzékeli tehát az X kromoszómák számát
ebben az élőlényben. Munkatársammal kimutattam, hogy a TRA-1 fehérje a csoportunk
által prediktált kötőhelyen keresztül gátolja a xol-1 kifejeződését. A TRA-1 – xol-1
szabályozási kapcsolat szerepe a szex-determinációs génkaszkád döntésének stabilizálásában
van. Amennyiben a kaszkád downstream végén a TRA-1 aktív, tehát hermafrodita sejtsors
irányába megy a fejlődés, akkor egy visszacsatoláson keresztül teszi lehetővé, hogy ez a döntés
később ne módosulhasson a dóziskompenzáció (amely felezi az X kromoszómák aktivitását
hermafroditákban) eredményeként. Ennek azért van szerepe, mert a szex-determinációs
génkaszkád nem csak a sejtsors differenciálódást indítja el, hanem a dóziskompenzációt is,
aminek hatására az X kromoszómákról fele annyi géntermék íródik át, így az X kromoszómáról
jövő szex-determinációs jel is felére esik vissza. A TRA-1 egy autoszómás gén, ami nem áll a
dóziskompenzáció hatása alatt.
Ezen eredmények Hargitai Balázs disszertációjában leírásra kerültek. A doktori munkám során
feladatom a TRA-1 - xol-1 kapcsolat in vivo szerepének tisztázásában volt.
A szex-determinációs kaszkád hibás működése embrionális életképtelenséghez vezet.
A szex-determinációs génkaszkád episztázis (kettős mutáns) elemzése során azt
tapasztaltuk (6.15. ábra), hogy a tra-1 alulműködése során a sex-1(-) mutáns embriók
pusztulása megnő, míg tra-1 túlműködése során szignifikánsan csökken. Ezzel konzisztens
eredmény, hogy a dóziskompenzációban résztvevő DPY-21 fehérje hiánya által okozott
embrionális életképtelenség megnő tra-1 alulműködése során. tra-1(-) mutáns állatokban a
dóziskompenzáció hibás működése okozhatja az embriók pusztulását. Ezt igazolják azok a
kísérleteink, miszerint xol-1(-) mutáns háttérben a pusztulás szignifikánsan csökken.
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7.2. ábra. A goa-1 és a xol-1 is TRA-1 célgénjei közé tartozik. A doktori munkám során a
feltárt TRA-1 - xol-1 és TRA-1-goa-1 kapcsolatok által hozzájárultam a C. elegans szex-determinációs
folyamatok pontosabb megértéséhez. Pirossal tüntettem fel azokat a géneket, amelyek a hermafrodita
fejlődés során, kékkel, amik a hím fejlődés során nélkülözhetetlenek. Feketével kerültek feltüntetésre
azok, amelyek funkciója nem ismert. zöld csillagban az újonnan feltárt kapcsolatok.
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A párkeresési ösztön és a megfelelő párzási viselkedés nélkülözhetetlen a legtöbb faj sikeres
reprodukciójához. A természetben azonban találkozunk olyan élőlényekkel is, ahol a párzás
csak az egyik nem számára nélkülözhetetlen. A modellszervezetként használt Caenorhabditis
elegans-ban pl. az önmegtermékenyítő hermafroditákat és azok megtermékenyítésére alkalmas
hímeket találunk. Ennek megfelelően a két nem túlélési stratégiája eltérő. Míg a hímeknek
szükséges a párkeresés, addig a hermafroditák számára csak a megfelelő környezeti feltételek
érzékelése számít. Ehhez adaptálódott az idegrendszerük is. Noha anatómiai felépítésük
nagyban átfedő, számos molekuláris különbség került mostanában feltárásra.
Doktori munkám során arra kerestem a választ, hogy C. elegans-ban a nemek kialakításáért
felelős szex-determinációs génkaszkád hogyan alakítja ki a azokat az idegrendszeri eltéréseket,
amelyek megfigyelhetők a hermafroditák és hímek között. Igazoltam, hogy a környezeti
ingerek felfogásában résztvevő G-fehérje jelátviteli útvonal egyik elemét, a GOA-1-et
a szex-determinációs útvonal közvetlenül szabályozza transzkripciós szinten. A GOA-1
kétféleképpen is szerepet játszik a C. elegans egyedfejlődésében. Egyrészt az első sejtosztódás
során a citoszkeletális váz megfelelő mozgásában funkcionál, másrészt minden idegsejtben
jelen van, így nélkülözhetetlen az idegrendszer normális működéséhez. Kimutattam, hogy
a szex-determinációs génkaszkád a goa-1-en keresztül több szinten szabályozza a hímek
párkeresési viselkedését. A párkereséshez egy komplex döntés szükséges, amit befolyásol
az ivarszervek felől érkező jelek, az állat reproduktív állapota, és a megfelelő táplálék
jelenlétének/hiányának ismerete. Eredményeim alapján a TRA-1 – goa-1 szabályozási
kapcsolat egyrészt szerepet játszik egy ivar-specifikus idegrendszer kialakításában, másrészt egy
folyamatos finom szabályozást hoz létre az embrionális kortól kezdve az állat teljes élettartalma
alatt.
A szex-determinációs génkaszkádot vizsgálva kimutattam, hogy hermafroditák esetében egy
visszacsatoló mechanizmus segíti a megtermékenyítéskor kialakult szex-determinációs döntés
fixálását. A szex-determinációs kaszkád terminális (effektor) transzkripciós faktora, a TRA-1
fehérje közvetlenül gátolja a xol-1 gént, amin az X kromoszómákról és az autoszómákról jövő
jelek összegződnek. A feltárt kapcsolat tükrében elmondható, hogy a sejtek nemi identitását




The sex drive and appropriate mating behavior are necessary for the successful reproduction
in most sexually dimorphic animal species. However, there are taxa, where mating is needed
only for one of the sexes, as in the well-studied model system nematode Caenorhabditis
elegans. In this organism, self-fertile XX hermaphrodites and XO males capable of fertilizing
hermaphrodites can be distinguished. Given this difference, the survival strategy of the two
genders must be different; while males need to find a partner, hermaphrodites needs only a right
sensation to allocate suitable environmental resources. The C. elegans nervous system seems to
be adopted for this sexually dimorphic situation. Event tough the anatomical structure of the two
sexes mostly overlaps, recent studies have revealed tiny molecular differences causing several
behavioral aspects.
During my PhD work, I looked for the answer how the sex-determing gene cascade regulates
differences in the nervous system between the two sexes. I uncovered that GOA-1 being a
member of G-protein signaling and involved in the sensation of environmental signals, is
directly regulated by the sex-determining gene cascade; TRA-1 represses goa-1. GOA-1 has
two distinct roles in C. elegans. First, it is necessary for the appropriate cytoskeletal movement
during the first cell division. Second, it is indispensable for a reliable and balanced operation
of the nervous system, as it is expressed in essentially all neurons. I also demonstrated that the
sex-determining gene cascade (TRA-1) regulates male mating behavior in a GOA-1-dependent
way. It is a complex neuronal decision to find a mating partner. The sex-drive arises from the
maturity of the gonad, and the knowledge of the presence or absence of available food sources.
According to my results, there is a direct link between TRA-1 and goa-1, and this relation plays
a role in the formation and functioning of a sex-specific nervous system, as well as there is a
fine regulation from embryonic stages trough the whole life of the animal.
Furthermore, by examining the sex-determing gene cascade, we found that in case of
hermaphrodites there is a back loop existing to stabilize the sex-determining decision
throughout the whole lifespan. The final transcription factor of the cascade directly inhibits
xol-1, the master switch gene of the system, on which the signs of X chromosomes and
autosomes are summarized. With this function, we found a signal coming from an autosome,
which is not under supression of the dosage compenzation system, to stabilize the sexual cell
fate during later life stages.
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F Függelék: Statisztikai számítások
F.1. táblázat. A felnőtt állatokban végzett transzlációs fúziós GFP kapcsolt GOA-1 riporter
konstrukció (pgoa-1::GOA-1::GFP és pgoa-1::mutGOA-1::GFP) expressziós szint méréséhez









Hermafrodita 26 1,000 0,024 kontroll






Vad típus 32 1,000 0,012 kontroll
fem-3(e2006) 31 0,495 0,009 vs. kontroll,P=8,972E 41













Hermafrodita 26 1,000 0,033 kontroll
Hím 12 1,044 0,026 0,401
F.2. táblázat. A lárvákon végzett transzlációs fúziós GFP kapcsolt GOA-1 riporter konstrukció














Vad típus 89 1,000 0,027 kontroll
him-5(e1490) 210 1,356 0,026 0,00
tra-1(e1099)/+ 210 1,356 0,026 0,00
L2 lárva
Vad típus 19 1,000 0,061 kontroll
him-5(e1490) 26 1,279 0,073 0,081
tra-1(e1099)/+ 39 1,330 0,029 0,003
L4 lárva
Vad típus 48 1,000 0,039 kontroll
him-5(e1490)
hím 46 2,129 0,110 0,000
tra-1(e1099) 36 1,318 0,075 0,435
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F.3. táblázat. Az embriókon végzett transzlációs fúziós GFP kapcsolt GOA-1 riporter
konstrukció (pgoa-1::GOA-1::GFP) expressziós szint méréséhez tartozó statisztikai számítások














vad típus 1,123 0,049 4,915 -
him-5(e14909 1 0,085 5,752 0,399 halvány vs. fényesembriók, P<0.000
tra-1(e1099)/+ 0,961 0,11 5,354 0,179 halvány vs. fényesembriók, P<0.001














vad típus 0,47 0,034 - -
him-5(e1490) 1,175 0,104 3,583 0,001 halvány vs. fényesembriók, P=0.002
tra-1(e1099)/+ 0,317 0,035 - - -
fem-3(e2006) 0,389 0,032 - - vs. wild-type,P=0.148
F.4. táblázat. A transzlációs fúziós GFP kapcsolt GOA-1 riporter konstrukciót
(pgoa-1::GOA-1::GFP) hordozó törzsekben a fényes embriók megoszlásásan adatai, statisztikai
számításai a 6.7. B ábrához.
GOA-1::GFP Embriók száma Fényes embriók száma %-os megoszlás ±SD
wild-type 125 1 0,80% 1,09%
him-5(e1490) 32 9 28,13% 1,94%
tra-1(e1099)/+ 80 15 18,75% 1,57%
fem-3(e2006) 65 1 1,54% 2,08%
GOA-1::GFP Embriók száma Fényes embriók száma %-os megoszlás ±SD
wild-type 56 0 0,00% 0,00%
him-5(e1490) 42 2 4,79% 1,54%
tra-1(e1099)/+ 36 0 0,00% 0,00%
fem-3(e2006) 43 0 0,00% 0,00%
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XO hím 21 13 61,9% 00:46 00:07
tra-1(e1099)






21 3 14,3% 02:37 00:36 vs. him-5(e1490)XO hím, P=0,036
goa-1(syIs9gf)








XO hím 21 18 85,7% 00:21 00:06
tra-1(e1099)






21 14 66,7% 01:42 00:20 vs. him-5(e1490)XO hím, 0,000
goa-1(syIs9gf)






XO hím 21 17 81,0% 00:09 00:02
tra-1(e1099)






21 9 42,9% 00:21 00:04 vs. him-5(e1490)XO hím, P=0,030
goa-1(syIs9gf)
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XX herm. 104  




































































XO hím L3 10 -0,005
goa-1(syIs9gf)
XX herm. L3 20
vs. him-5(e1490) XO
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Hoc Teszt P értéke
him-5(e1490)
XX herm. 269 13 0,000 0,060 0,041
him-5(e1490)










































F.8. táblázat. Vad típusú (N2) állatok különböző adaptációs idejű, izoamil-alkohol adaptációs






















herm. 30 min 782 7 -0,141 -0,083 0,074
Vad típusú
herm. 60 min 748 11 0,540 0,352 0,082
vs. vad típusú herm
30 chem. P=0,003
Vad típusú
hím 30 min 141 4 -0,159 -0,149 0,060
vs. vad típusú herm
30 chem. P=0,648
Vad típusú
hím 60 min 107 7 0,275 0,378 0,176
vs. vad típusú hím
30 P=0,028
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F.9. táblázat. tra-1 funkciónyeréses mutáns állatok izoamil-alkoholra adott adaptációs


























950 15 0,5 0,510 0,07
vs. vad típusú herm
adapt. P<0,001 vs.
tra-1 gf fem chem.
P<0,001
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F.10. táblázat. Statisztikai számítások eredménye a GOA-1 aktivitásásának izoamil-alkohol










±SEM Függetlent-teszt P értéke
Vad típusú
herm. 1576 12 0,704 0,74 0,047
Vad típusú




















tra-3(e1767) 1624 15 0,352 0,338 0,06
vs. vad típusú
herm. P<0,001
fem-3(e2006) 893 8 0,279 0,302 0,041 vs. vad típusúherm. P<0,001
goa-1(sa734) 1182 3 0,031 0,106 0,077 vs. vad típusúherm. P<0,001
goa-1(n1134) 832 8 -0,067 -0,035 0,06 vs. vad típusúherm. P<0,001
goa-1(syIs9gf) 654 9 1,054 1,077 0,131 vs. vad típusúherm. P=0,014
goa-1(sa734);
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Hoc Teszt P értéke
goa-1(sa734)
20°C 152 5 0,328 0,336 0,021
gpa-16(ok2349)
20°C 628 10 0,225 0,266 0,041
tra-1(e1099)




















25°C 320 8 0,351 0,342 0,022
fem-3(e2006)
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N2 20 97 97 97 97 0,0
N2 25 91 91 90 90 0,9
tra-1(e1488)/+ 20 1634 409 1449 300 26,7
tra-1(e1488)/+ 25 629 157 490 92 41,4
tra-1(e1099)/+ 20 160 40 153 29 27,5
tra-1(e1099)/+ 25 566 142 481 74 47,9
tra-1(e1575/+ 20 334 251 324 242 3,6
tra-1(e1575/+ 25 117 88 110 83 5,7
fem-3(e2006) 20 376 376 326 326 13,3
fem-3(e2006) 25 97 97 77 77 20,6
sex-1(gm41) 20 419 419 202 202 51,8
sex-1(gm41) 25 325 325 179 179 44,9
xol-1(y9) 20 90 90 79 79 12,2
xol-1(y9) 25 117 117 116 116 0,9
sex-1(gm41);
tra-1(e1488)/+ 20 871 218 317 46 78,9
sex-1(gm41);
tra-1(e1488)/+ 25 699 175 396 40 77,1
sex-1(gm41);
tra-1(e1099)/+ 20 59 15 17 2 86,7
sex-1(gm41);
tra-1(e1099)/+ 25 283 71 159 6 91,5
sex-1(gm41);
fem-3(e2006) 20 878 878 683 683 22,2
sex-1(gm41);
fem-3(e2006) 25 133 100 96 96 4,0
sex-1(y263) 20 372 372 227 227 39,0
sex-1(y263) 25 535 535 367 367 31,4
sex-1(y263);
tra-1(e1488)/+ 20 ND ND ND ND ND
sex-1(y263);
tra-1(e1488)/+ 25 394 99 301 49 50,5
sex-1(y263);
fem-3(e2006) 20 575 575 385 385 33,0
sex-1(y263);
fem-3(e2006) 25 160 160 119 119 25,6
dpy-21(e428) 20 136 136 72 72 47,1
dpy-21(e428) 25 147 147 101 101 31,3
dpy-21(e428);
tra-1(e1488)/+ 20 402 101 231 52 48,5
dpy-21(e428);
tra-1(e1488)/+ 25 212 53 90 21 60,4
dpy-21(e428);
tra-1(e1099)/+ 20 207 52 72 6 88,5
dpy-21(e428);
tra-1(e1099)/+ 25 560 140 303 57 59,3
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Köszönöm Dr. Barna Jánosnak, Dr. Hargitai Balázsnak, Dr. Hotzi Bernadettenek, Győry
Eszternek, Szlávik Attilának, Kosztelnik Mónikának, Dr. Billes Viktornak, Dr. Sigmond
Tímeának, akik a mindennapi munkámban segítettek, akikkel mindig tudtam váltani néhány
szót, akikkel éjjelbe nyúlóan kísérleteket végeztünk, mert hát nincs olyan munka, amit így vagy
úgy, de ne közösen, ne többen végeztünk volna.
Köszönöm a tanszéken dolgozó asszisztenseknek a türelmét és munkáját: Simon Rezsőnének
(Sári néni), Pénzes Imrénének (Tünde) és Komjáti Katinak.
Végül külön köszönettel tartozom testvéremnek, Editnek, hogy mindig mellettem állt, segített.




a doktori értekezés nyilvánosságra hozatalához* 
 
I. A doktori értekezés adatai  
A szerző neve: Tóthné Kutnyánszky Vera 
 MTMT-azonosító: 10029472 
A doktori értekezés címe és alcíme: A TRA-1/GLI szex-determinációs fehérje célgénjeinek 
meghatározása és analízise Caenorhabditis elegans-ban 
DOI-azonosító: 10.15476/ELTE.2020.056 
  
A doktori iskola neve: ELTE TTK Biológia Doktori Iskola 
A doktori iskolán belüli doktori program neve: Klasszikus és Molekuláris Genetika Doktori 
Program 
A témavezető neve és tudományos fokozata: Prof. Vellai Tibor egyetemi tanár 
A témavezető munkahelye: ELTE TTK Genetika Tanszék 
II. Nyilatkozatok  
1. A doktori értekezés szerzőjeként  
a) hozzájárulok, hogy a doktori fokozat megszerzését követően a doktori értekezésem és a tézisek 
nyilvánosságra kerüljenek az ELTE Digitális Intézményi Tudástárban. Felhatalmazom a 
Természettudományi kar Dékáni Hivatal Doktori, Habilitációs és Nemzetközi Ügyek Csoportjának 
ügyintézőjét, hogy az értekezést és a téziseket feltöltse az ELTE Digitális Intézményi Tudástárba, 
és ennek során kitöltse a feltöltéshez szükséges nyilatkozatokat.  
b) kérem, hogy a mellékelt kérelemben részletezett szabadalmi, illetőleg oltalmi bejelentés 
közzétételéig a doktori értekezést ne bocsássák nyilvánosságra az Egyetemi Könyvtárban és az 
ELTE Digitális Intézményi Tudástárban;  
c) kérem, hogy a nemzetbiztonsági okból minősített adatot tartalmazó doktori értekezést a minősítés 
(dátum)-ig tartó időtartama alatt ne bocsássák nyilvánosságra az Egyetemi Könyvtárban és az ELTE 
Digitális Intézményi Tudástárban;  
d) kérem, hogy a mű kiadására vonatkozó mellékelt kiadó szerződésre tekintettel a doktori 
értekezést a könyv megjelenéséig ne bocsássák nyilvánosságra az Egyetemi Könyvtárban, és az 
ELTE Digitális Intézményi Tudástárban csak a könyv bibliográfiai adatait tegyék közzé. Ha a 
könyv a fokozatszerzést követőn egy évig nem jelenik meg, hozzájárulok, hogy a doktori 
értekezésem és a tézisek nyilvánosságra kerüljenek az Egyetemi Könyvtárban és az ELTE Digitális 
Intézményi Tudástárban.  
2. A doktori értekezés szerzőjeként kijelentem, hogy  
a) az ELTE Digitális Intézményi Tudástárba feltöltendő doktori értekezés és a tézisek saját eredeti, 
önálló szellemi munkám és legjobb tudomásom szerint nem sértem vele senki szerzői jogait;  
b) a doktori értekezés és a tézisek nyomtatott változatai és az elektronikus adathordozón benyújtott 
tartalmak (szöveg és ábrák) mindenben megegyeznek.  
3. A doktori értekezés szerzőjeként hozzájárulok a doktori értekezés és a tézisek szövegének 
plágiumkereső adatbázisba helyezéséhez és plágiumellenőrző vizsgálatok lefuttatásához.  
 
Kelt: 2020. 04. 22. 
 
           …………………………………… 
a doktori értekezés szerzőjének aláírása 
*ELTE SZMSZ SZMR 12. sz. melléklet 
